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v a c c i n e s t r a i n s
,
c a n c i r c u l a t e i n a w e l l - v a c c i n a t e d p o p u l a t i o n w i t h o r w i t h o u t c l i n i c a l c a s e s
(B o t t i n g e r e t a l . , 1 9 9 2 ; H o v i e t a l . , 19 8 6 ; K e w e t a l . , 199 3 ; P o y r y e t a l . , 19 8 8 ; R i c h l e r e t a l . ,
1 9 9 7 ; Sl a t e r e t a l . , 19 8 8 ; Sw a r t z e t a l . , 19 93 ) . E r a d i c a t i o n w i l l o n l y b e p r o v e n i f b o t h th e
l a c k o f p o l i o m y e l i t i s c a s e s a n d n e g a t i v e r e s u l t s fr o m c o n t i n u e d s u r v e i l l a n c e fo r w i l d- t y p e
p o l i o v i r u s a r e d o c u m e n t e d (M a n o r e t a l . , 1 9 9 9)
A c u t e f l a c c i d p a r a l y s i s (A F P ) s u r v e i l l a n c e c o n s i s t s o f c o l l e c t i n g s p e c i m e n s fr o m a l l
r e p o r t e d c a s e s o f A FP a n d r a p i d l y t e s t i n g th e s e s p e c i m e n s fo r p o l i o v i r u s a t o n e o f t h e g l o b a l
p o l i o v i r u s n e t w o r k l a b o r a t o r i e s (WH O , 19 9 7) . M e t h o d s o f A F P s u r v e i l l a n c e c a p a b l e o f
d e t e c t i n g a n d r e p o r t i n g n o n - v a c c i n e p o l i o v i r u s e s a r e w e l l e s t a b l i s h e d a n d A FP s u r v e i l l a n c e
s h o u l d c o n t i n u e m a n y y e a r s p o s t e r a d i c a t i o n . E n v i r o n m e n t a l s u r v e i l l a n c e i s a v im s - d i r e c t e d
a p p r o a c h t o s u r v e i l l a n c e , w h e r e a s a c u t e f l a c c i d p a r a l y s i s (A FP ) i s a c a s e - d i r e c t e d a p p r o a c h
(H o v i e t a l . , 2 0 0 1). A s t h e i n c i d e n c e o f p o l i o m y e l i t i s a p p r o a c h e s z e r o , e n v i r o n m e n t a l
s u r v e i l l a n c e i s m o r e s e n s i t i v e t h a n t h e A FP s u r v e i l l a n c e (H o v i e t a l . , 2 0 0 1, R a n t a e t a l . ,
2 0 0 1 ; T a m b i n i e t a l . , 1 9 9 3 ) . D e t e c t i n g p o t e n t i a l l y h a r m f u l n u e r o v i r u l e n t s t r a i n s o f p o l i o v i r u s
i n t h e e n v i r o n m e n t c a n l e a d t o d e c i s i o n s t o im m u n i z e a n d
,
t h e r e b y p o s s i b l y p r e v e n t a n
o u t b r e a k .
A l t h o u g h th e A m e r i c a s a r e c o n s i d e r e d
"
p o l i o - fr e e ,
"
t h e r e a r e p o c k e t s o f l o w v a c c i n e
c o v e r a g e (D a y a n e t a l . , 2 0 0 2 ) a n d th e r e f o r e c o u n t r i e s o f i n c r e a s e d r i s k o r i n t e r e s t . T h r e e
r e g i o n s w i t h i n t h e A m e r i c a s w e r e c h o s e n f o r s t u dy o f p o l i o v i r u s e s i n e n v i r o n m e n t a l s a m p l e s ,
e a c h w i t h d i f f e r i n g a n d u n i qu e s i t u a t i o n s . T h e s e r e g i o n s w e r e s c r e e n e d f o r t h e p r e s e n c e o f
v a c c i n e - d e r i v e d p o l i o v i r u s e s . T e x a s w a s c h o s e n b e c a u s e i t h a d s w i t c h e d t o t h e i n a c t i v a t e d
p o l i o v i r u s v a c c i n e i n J a n u a r y 2 0 0 0 , o n e y e a r b e f o r e w a t e r a n d s e w a g e s a m p l e s w e r e o b t a i n e d
f o r t h i s s t u d y . T h e s am p l i n g s i t e s w e r e c h o s e n a l o n g th e U n i t e d S t a t e s
'
s i d e o f t h e R i o
G r a n d e R i v e r i n c l o s e p r o x im i t y t o M e x i c o b e c a u s e M e x i c a n a r e s t i l l v a c c i n a t e d w i t h th e H v e
a t t e n u a t e O P V v a c c i n e a n d th e r e f o r e v i r u s m i gh t b e i n t r o d u c e d i n t o t h e U n i t e d St at e s fr o m
M e x i c o . H a i t i w a s c h o s e n a s a f o l l o w - u p t o a r e c e n t o u t b r e a k w i t h i n H i s p a n i o l a , H a i t i a n d
th e D o m i n i c a n R e p u b l i c . T h e o u t b r e a k o f p o l i o m y e l i t i s h a d o c c u r r e d t h e r e i n 2 0 0 0 - 2 0 0 1 a n d
a f fl i c t e d a t l e a s t 2 1 i n d i v i d u a l s
,
i n c l u d i n g tw o f a t a l i t i e s (K e w e t a h , 2 0 0 2 ) . T h e o u t b r e a k w a s
c a u s e d b y a v a c c i n e - d e r i v e d t y p e 1 p o l i o v i r u s t h a t h a d t r a n sm i t t e d s i l e n t l y w i t h i n a p o o r l y
-
v a c c i n a t e d c o m m u n i t y fo r u p t o t w o y e a r s . T h i s f o l l o w u p s t u d y w a s t o i n s u r e t h a t n o
l i n g e r i n g v a c c i n e d e r i v e d p o l i o v i r u s s t r a i n s r e m a i n e d i n c i r c u l a t i o n . E c u a d o r w a s c h o s e n a s
i t w a s d e t e r m i n e d a c o u n t r y a t h i gh r i s k fo r a p o l i o v i r u s o u t b r e a k b a s e d o n e p i d e m i o l o g i c a l
fi n d i n g s t h a t i n c l u d e p o o r v a c c i n e c o v e r a g e a n d i n a d e q u a t e r e p o r t i n g o f a c u t e fl a c c i d
p a r a l y s i s (D a y a n e t a l . , 2 0 0 3) . F i n d i n g v a c c i n e - d e r i v e d p o l i o v i r u s e s w i t h p r o p e r t i e s o f
c o n c e r n
,
s u c h a s h i g h m u t a t i o n r a t e s a n d n e u r o v i r u l e n c e m a r k e r s m a y l e a d t o a n e n h a n c e d o r
m o r e t h o r o u gh imm u n i z a t i o n c a m p a i g n a n d p o s s i b l y p r e v e n t a n o u t b r e a k .
T h e r e s e a r c h o bj e c t i v e s f o r t h i s s t u d y a r e :
1 . T o d e t e r m i n e w h e th e r e n v i r o n m e n t a l s u r v e i l l a n c e i s a b l e t o d e t e c t p o l i o v i r u s e s i n r e g i o n s
w h e r e t h e IP V w a s r e c e n t l y i n t r o d u c e d (T e x a s ) , w h e r e t h e r e w a s a n o u t b r e a k w i t h i n t h e y e ar
(H a i t i ) , a n d w h e r e v a c c i n e c o v e r a g e a n d A F P s u r v e i l l a n c e w e r e l o w (E c u a d o r ) . E a c h r e g i o n
w a s s e l e c t e d fo r s p e c i fi c c h a r a c t e ri s t i c s r e l a t e d t o v a c c i n e p r a c t i c e s , v a c c i n e c o v e r a g e , a n d
p o t e n t i a l f o r t h e p r e s e n c e o f m u t at e d v a c c i n e - d e ri v e d p o l i o v i r u s e s i n c o m m u n i t i e s .
2 . P o l i o v i r u s e s d e t e c t e d a r e t o b e c h a r a c t e ri z e d a s v a c c i n e o r n o n - v a c c i n e s t r a i n s . St a n d a r d
m e t h o d s f o r c h a r a c t e ri z a t i o n i n c l u d e s e q u e n c e a n a l y s i s o f t h e V P l g e n e a n d c o m p a ri n g t h e
p e r c e n t d e v i a t i o n w i t h i n t h i s g e n o m i c r e g i o n f r o m t h e v a c c i n e s t r a i n . A p e r c e n t d e v i a t i o n
fi - o m th e v a c c i n e s t r a i n > 1% , b a s e d o n a p p r o x im a t e l y 9 0 0 n u c l e o t i d e s , i s c h a r a c t e ri z e d a s a
n o n - v a c c i n e s t r a i n o r v a c c i n e - d e ri v e d p o l i o v i r u s .
3 . L a b o r a t o r y m e th o d s s e l e c t i n g a g a i n s t v a c c i n e v i r u s e s a n d f o r v a c c i n e - d e ri v e d m u t a n t s
(s u c h a s n e u t r a l i z a t i o n e s c a p e a n d e l e v a t e d t e m p e r a t u r e g r o w th m u t a n t s ) a r e t o b e e m p l o y e d
a n d e v a l u a t e d . T h e c h a r a c t e ri s t i c s a s s o c i a t e d w i t h n o n - v a c c i n e s t r a i n s o f p o l i o v i r u s t h a t w i l l
b e e m p l o y e d t o s e l e c t f o r n o n - v a c c i n e s t r a i n s i n c l u d e t h e a b i l i t y t o p r o p a g a t e a t e l e v a t e d
t e m p e r a t u r e a n d i n t h e p r e s e n c e o f v a c c i n e - n e u t r a l i z i n g m o n o c l o n a l a n t i b o d i e s .
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2 . 1 P o l i o v i r u s I n f e c t i o n s a n d I l l n e s s e s
P o l i o v i r u s e s a r e t r a n s m i t t e d b y th e f e c a l - o r a l r o u t e . T h e i n c u b a t i o n p e r i o d o f a n
i n f e c t i o n r a n g e s fr o m 4 - 3 5 d a y s , b u t i s u s u a l l y 7 t o 14 d a y s . T h e p r im a r y s i t e o f i n f e c t i o n i s
l ym p h o i d t i s s u e i n t h e o r a l p h a r y n x r e g i o n a n d t h e gu t . S u b s e q u e n t o r s e c o n d a r y i n v a s i o n o f
t h e s y s t e m i c l y m p h n o d e s , b o n e m a r r o w , l i v e r , a n d s p l e e n c a n l e a d t o i n v a s i o n o f t h e c e n t r a l
n e r v o u s s y s t e m (CN S) . M o s t i n d i v i d u a l s , h o w e v e r , a r e a b l e t o c o n t r o l t h e i n f e c t i o n b e f o r e
t h e v i r u s r e a c h e s t h e CN S (K n ip e , 2 0 0 1) . A b o u t 9 0% o f w i l d p o l i o v i r u s i n f e c t i o n s a r e
s u b c l i n i c a l o r m i l d .
T h e m e c h a n i sm b y w h i c h p o l i o v i r u s e n t e r s t h e CN S i s n o t c e r t a i n . V i r e m i a i s c r i t i c a l
f o r t h e v i r u s t o e n t e r t h e C N S . H o w e v e r , e x p e r i m e n t a l s t u d i e s s u p p o r t i n v a s i o n o f t h e
p e r i p h e r a l n e r v e s b y p o l i o v i r u s (N a t h o n s o n e t a l , 1 9 6 3) . C o n s e q u e n t l y , p o l i o v i r u s i n f e c t i o n
c a n a l s o l e a d t o a s e p t i c m e n i n g i t i s w i t h s y m p t o m s i n c l u d i n g a s t i f f n e c k a n d b a c k . M o s t
d a m a g i n g a r e i n f e c t i o n s l e a d i n g t o a s ym m e t r i c fl a c c i d p a r a l y s i s , w h i c h i s u s u a l l y p r e c e d e d
Hi
b y tw o t o t h r e e d a y s o f n o s y m p t o m s o r a m i n o r i l l n e s s . (K n i p e , 2 0 0 1) . T h e m o r b i d i t y t o
i n f e c t i o n r a t i o i s 1 : 1 0 0 t o 1 : 1 0 0 0 d e p e n d i n g o n p o Uo v i r u s s e r o t y p e (H o v i e t a l . , 1 9 9 9 ) .
A l l i n f e c t e d i n d i v i d u a l s , r e g a r d l e s s o f c l i n i c a l s ym p t o m s , w i l l e x c r e t e t h e v i r u s i n
t h e i r s t o o l s f o r a r e l a t i v e l y l o n g t im e , u s u a l l y u p t o s i x t o e i g h t w e e k s (H o v i , 2 0 0 1) . T h e
c o n c e n t r a t i o n o f v i r u s i n s t o o l v a r i e s , b u t b e a s h i gh a s 10
^
c e l l c u l t u r e i n f e c t i o u s v i r u s
p a r t i c l e s p e r g r a m o f s t o o l du r i n g t h e f i r s t t w o w e e k s o f i n f e c t i o n . P o l i o v i r u s i s a l s o p r e s e n t
i n t h e o r o p h a r y n g a l r e g i o n , b u t i n a m u c h l o w e r c o n c e n t r a t i o n s (H o v i , 2 0 0 1 ) .
Im m u n o c o m p r o m i s e d i n d i v i d u a l s , e s p e c i a l l y t h o s e w i t h B
- c e l l d e fi c i e n c i e s , a r e
p ar t i c u l a r l y a t r i s k o f p o l i o v i r u s i n f e c t i o n a s t h e y c a n n o t m o u n t a s u f fi c i e n t h u m o r a l im m u n e
r e sp o n s e t o fi g h t a n i n f e c t i o n a n d p r e v e n t v i r e m i c s p r e a d t o t h e CN S . V a c c i n e p r e v e n t i o n
s t r a t e g i e s i n i t i a l l y a d dr e s s e d imm u n o d e fi c i e n t i n d i v i d u a l s a s b e i n g a t h i g h r i s k f o r v a c c i n e -
a s s o c i a t e d p a r a l y t i c p o l i o m y e l i t i s (N i gh t i n g a l e , 19 7 7 ; CD C , 1 9 82 ) . N o w i t i s e v i d e n t t h a t
im n u m o c o m p r o m i s e d i n d i v i d u a l s c a n a l s o e x c r e t e p o l i o v i r u s f o r a p r o l o n g e d p e r i o d o f t i m e
a n d w i th a h i gh e r m u t a t i o n r a t e (K e w e t a l . , 19 9 8 ) . O n e s t u d y s h o w e d th a t p o l i o v i r u s s t r a i n s
i s o l a t e d fi ro m th e s a m e i n d i v i d u a l 18 9 d a y s a p a r t s h o w e d a m u t a t i o n r a t e o f 3 . 4% i n t h e
c a p s i d g e n e (K e w e t a l . , 19 9 8) . A s s u m i n g a c o n s t a n t m u t a t i o n r a t e , i t w a s e s t im a t e d th a t t h i s
i n d i v i d u a l b e c a m e i n f e c t e d 9 . 3 y e a r s e a r l i e r (K ew e t a l . , 19 9 8 ) . O th e r r e p o r t s a l s o n o t e d
p r o l o n g e d e x c r e t i o n i n i n d i v i d u a l s w i t h B - c e l l d e fi c i e n c i e s , b u t o n l y u p t o 3 . 5 y e a r s (D o w d l e
e t a l . , 19 9 7 ; Y o n e y a m a e t a l , 1 9 82 ) .
2 . 2 P o l i o v i r u s
P o l i o v i r u s i s a m e mb e r o f t h e g e n u s E n t e r o v i r u s e s o f t h e fa m i l y P i c o m a v i r i d a e o r
"
s m a l l R N A v i r u s e s . " T h e v i r u s i s a b o u t 2 7 n m i n d i a m e t e r
,
n o n e n v e l o p e d a n d c o n t a i n s
f o u r s t r u c t u r a l p r o t e i n s (V P l , V P 2 , V P 3 , a n d V P 4 ) a r r a n g e d i n a n i c o s a h e d r a l f o r m a ti o n ,
e n c l o s i n g a 7 . 5 k b s i n g l e - s t r a n d e d R N A g e n o m e o f p o s i ti v e p o l a r i t y . T h e 5
'
a n d 3 '
u n t r a n s l a t e d r e g i o n s (U T R ) t h a t f l a n k t h e s i n g l e o p e n r e a d i n g fr a m e a r e im p o r t a n t f o r
t r a n s l a t i o n i n i t i a t i o n a n d r e p l i c a t i o n o f t h e v im s . L i k e a l l p o s i t i v e - s t r a n d e d R N A v i r u s e s ,
p o l i o v i r u s c o n t a i n s a n e r r o r - p r o n e R N A - d e p e n d e n t RN A p o l ym e r a s e r e s u lt i n g i n fr e q u e n t
m u t a t i o n s d u r i n g t r a n s c r i p t i o n o f t h e v i r a l g e n o m e . T h e r e a r e t h r e e s e r o t y p e s o f p o l i o v i r u s ,
w hi c h a r e a n t i g e n e t i c a l l y d i s t i n c t .
T h e fi r s t s t e p o f p o l i o v i r u s r e p l i c a t i o n i s t h e a t t a c h m e n t o f t h e v i r u s t o t h e h o s t
m e m b r a n e b y th e p o l i o v i r u s r e c e p t o r (P V R ), o r C D 15 5 , w h i c h i s o n l y p r e s e n t o n h u m a n c e l l s
(M e n d e l s o h n , 19 86 ) . T h e v i r u s u n c o a t s b y a c o n f o r m a t i o n a l c h a n g e o f t h e v i r i o n a n d th e
v i r a l R N A e n t e r s t h e h o s t ' s c y t o p l a s m . T h e p o s i t i v e - s e n s e R N A i s c o p i e d t o a n e g a t i v e
s t r a n d . A v i r a l p r o t e i n , V P g , a 2 2 - a m i n o a c i d p r o t e i n , w h i c h i s c o v a l e n t l y l i n k e d t o a 5
'
u r i d i n e (U ) w i th a R N A - d e p e n d e n t - RN A - p o l ym e r a s e (3 D p o l ) fi i n c t i o n s a s a p r im e r f o r
t r a n s c r i p t i o n o f a n e g a t i v e - s e n s e s t r a n d . T h e n e g a t i v e - s e n s e s t r a n d i s t h en t h e t e m p l a t e f o r
t h e s y n t h e s i s o f m a n y c o p i e s o f p o s i t i v e - s e n s e R N A i d e n t i c a l t o t h e i n i t i a l v i r u s R N A . T h e
m R N A i s t r a n s l a t e d i n t o o n e l o n g p o ly p r o t e i n , a n d a p r o t e i n 2 A i n d u c e s p r o t e o l y t i c c l e a v a g e
o f t h i s p o l y p r o t e i n i n t o t h r e e p r o t e i n s a n d f o r m s a p r o t o m e r (P I , P 2 , P3 ; K n i p e , 2 0 0 1 ) .
Su b s e q u e n t l y fi v e p r o t o m e r s a s s em b l e fo r m i n g a p e n t a m e t e r . Si x t y p en t a m e t e r s a s s e m b l e
a n d e n c a p s u l a t e a n e w l y - f o r m e d , p o s i t i v e - s e n s e R N A t o y i e l d a n i n f e c t i o u s v i r i o n . T h e
d u r a t i o n o f t h e e n t i r e r e p l i c a t i o n c y c l e r an g e s fr o m 5 t o 10 h o u r s (K n i p e , 2 0 0 1) .
2 . 3 Ep i d e m i o l o |gv o f t h e D i s e a s e
P o l i o m y e l i t i s i s a t l e a s t t h r e e t h o u s a n d y e a r s o l d a c c o r d i n g t o a n E g yp t i a n l i t h o g r a p h
(c a . 13 0 0 B C ) e x h i b i t e d i n t h e G l yp t o t e k M u s e u m i n C o p e n h a ge n d e p i c t s a m a n a n d h i s
f am i l y gi v i n g o f fe r i n g s t o t h e G o d d e s s A s t a r t e s h o w s (F i g u r e 2 . 1; WH O , 19 9 7 ) . T h e m a n h a s
a t h i n , w i t h e r e d l e g w i d e l y b e l i e v e d t o b e t h e e a r l i e s t e v i d e n c e o f p o l i o m y e l i t i s .
P o l i o m y e l i t i s i s c h a r a c t e r i z e d a s a d i s e a s e o f d e v e l o p m e n t b e c a u s e u r b a n i z a t i o n a n d c h a n g e s
i n l i v i n g c o n d i t i o n s i n t h e m i d - 19
*
c e n t u r y i n A m e r i c a a n d E u r o p e c o i n c i d e d w i th l a r g e r a n d
m o r e fr e q u e n t p o l i o m y e l i t i s o u t b r e a k s (WH O , 19 9 7 ) . P r i o r t o t h e i n d u s t r i a l a n d s a n i t a t i o n
r e v o l u t i o n s o f t h e e a r l y 2 0
'
c e n t u r y , p o l i o v i r u s i n f e c t i o n p r o b a b l y o c c u r r e d v e r y e a r l y i n l i f e
w h e n t h e ri s k o f d e v e l o p i n g p a r a l y t i c d i s e a s e i s r e l a t i v e l y l o w . P o l i o m y e l i t i s c a s e s d i d n o t
d e c l i n e u n t i l t h e 19 5 0 s w i t h th e i n t r o d u c t i o n o f t h e i n a c t i v a t e d a n d o r a l p o l i o v i r u s v a c c i n e s
(I P V a n d O P V ) (F i gu r e 2 . 2 ) .
T h e o u t c o m e o f p o l i o m y e l i t i s i n f e c t i o n s , l i k e o t h e r e n t e r o v i r u s i n f e c t i o n s , i s s t r o n g ly
i n fl u e n c e d b y a g e . T h e i n c i d e n c e o f p o l i o m y e l i t i s i s r e l a t i v e l y l o w f o r t h e fi r s t 6 m o n th s o f
l i f e
,
du e t o p r o t e c t i o n b y m a t e r n a l a n t i b o d i e s . A m o n g c h i l d r e n o l d e r t h a n 6 m o n th s o f a ge i n
d e v e l o p i n g c o u n t ri e s , p r e v a l e n c e o f p o l i o m y e l i t i s i s h i gh e r t h a n i n c h i l dr e n o f t h e s a m e a g e
i n d e v e l o p e d c o u n t ri e s , m o s t h k e l y d u e t o m o r e fr e qu e n t e x p o s u r e t o t h e v i r u s .
W i l d p o l i o v i r u s e s h a v e a s e a s o n a l p a t t e r n o f c i r c u l a t i o n t h a t v a ri e s w i t h g e o g r a p h i c
r e g i o n s . C i r c u l a t i o n o c c u r s y e a r r o u n d in fr o p i c a n d s e m i t r o p i c a l r e g i o n s a n d i s o ft e n
a s s o c i a t e d w i t h th e r a i n y s e a s o n , h i m o r e t e m p e r a t e c l im a t e s w i l d p o l i o v i r u s e s a r e m o s t
p r e v a l e n t i n t h e s u mm e r a n d f a l l (WH O , 19 9 7 ) . I n f e c t i o u s p o l i o v i r u s e s a r e f o u n d th r o u g h o u t
t h e y e a r , a s s o c i a t e d w i t h th e u s e o f t h e O P V a n d r e p o rt e d l y a ft e r a N a t i o n a l I mm u n i z a t i o n
D a y (N I D ) (WH O , 1 9 9 7) . F o r t u n a t e l y , m a n y o f t h e i n f e c t i o u s p o l i o v i r u s e s d e t e c t e d a r e fr o m
th e O P V a n d th e s e o ft e n a r e r e f e r r e d t o a s
"
S a b i n
"
s t r a i n s .
2 . 4 D e t e c t i o n M e t h o d s
P o l i o v i r u s c a n b e c u l t i v a t e d b y c e l l c u l t u r e i n p ri m a t e c e l l s a n d i n o t h e r c e l l s t h a t
h a v e b e e n g e n e t i c a l l y m o d i f i e d t o e x p r e s s t h e p o l i o v i r u s r e c e p t o r f o r v i r u s a t t a c hm e n t t o t h e
c e l l s u r f a c e . T h e r e a r e m a n y c e l l l i n e s t h a t s u p p o r t t h e i r g r o w t h , o f w h i c h t h e g e n e t i c a l ly
e n g i n e e r e d L 2 0 B c e l l s a r e t h e m o s t s p e c i f i c (H o v i a n d St e n v i k , 1 9 86 ; WH O , 19 9 7 ) . L 2 0B
c e l l s o ri g i n a t e d fr o m m o u s e L c e l l s i n f e c t e d w i t h t h e h u m a n p o U o v i r u s r e c e p t o r (M e n d e l s o h n
e t a i
,
1 9 8 9) . A s m a l l p e r c e n t a g e o f S a b i n p o l i o v i r u s e s d o n o t g r o w w e l l o n L 2 0 B c e l l s o n
t h e i r fi r s t p a s s a g e , b u t p a s s a g i n g t h e i n o c u lu m o n RD , h u m a n Rh a b d o m y o s a r c o m a c e l l s fi r s t
w i l l f a c i l i t a t e c e l l c u l t u r e i s o l a t i o n o f t h e s e p o Uo v i r u s e s (WH O , 19 9 7 ) . O n e s t u d y t ri e d t o
p r o p a g a t e kn o w n e n t e r o v i r u s e s , r e o v i r u s e s , a n d a d e n o v i r u s e s o n L 2 0 B c e l l s a n d c o n c l u d e d
th a t t h e s e v i r u s e s d i d n o t g r o w o n L 2 0 B c e l l s (H o v i a n d St e n v i k , 19 8 6 ) . M o r e r e c e n t l y , i n a
c a s e - c o n t r o l s t u d y s c r e e n i n g e n t e r o v i r u s e s o n R D a n d L 2 0B c e l l s , a s m a l l n u m b e r o f n o n -
p o l i o e n t e r o v i r u s e s gr ew o n L 2 0B c e l l s , i n c l u d i n g C o x s a c k i e A v i r u s e s t h a t c o u l d c a u s e
c y t o p a t h i c e f f e c t a n d th u s a f a l s e p o s i t i v e (N a d k a m i a n d D e s h p a n d e , 2 0 0 3) . T r a d i t i o n a l l y ,
p o l i o v i r u s e s a r e t y pe d b y v i r u s n e u t r a h z at i o n u s i n g s e r o t y p e sp e c i fi c a n t i s e r a (K a p s e n b e r g ,
19 8 9 ) .
2 . 4 . 1 I n t e r t y p i c D i f f e r e n t i a t i o n
T h e r e e x i s t t h r e e s e r o t y p e s o f p o l i o v i r u s w h i c h a r e d i f f e r e n t i a t e d b y n e u t r a l i z a t i o n
u s i n g p o l y c l o n a l a n t i b o d i e s (C r a i n i c e t a l . , 19 8 3 ; K a p s e n b e r g e t a l . , 19 89 ) . R e c e n t l y , a
m o l e c u l a r t y p i n g m e t h o d h a s b e e n d e s c ri b e d th a t u s e s t h r e e d i f f e r e n t p ri m e r s e t s t h a t t a r g e t a
V P l r e g i o n c o d i n g f o r c o n s e r v e d a m i n o a c i d s w i t h i n a s e r o t y p e , b u t d i f f e ri n g b e t w e e n
s e r o t yp e s (K i l p a t ri c k e t a l . , 19 9 8 ) . T h e s e n s e p ri m e r s t a r g e t m a t c h e d c o d o n s t h a t a r e m o r e
c o n s e r v e d . F o r e x a m p l e , t h e s e n s e c o d o n f o r s e r o t y p e s 1 a n d 2 a r e t h e s a m e ; h o w e v e r t h e i r
r e s p e c t i v e a n t i s e n s e p r im e r s a r e d i f f e r e n t (F i gu r e 2 . 3 ). T h e p r im e r s e t s A B , A C , D E i n
F i g u r e 2 . 3 c h a r a c t e r i z e s e r o t y p e s 1 , 2 , a n d 3 , r e s p e c t i v e l y . N o t a b l y , t h e s e p r im e r s s e t s d o n o t
d i s c r im i n a t e b e tw e e n t h e v a c c i n e - r e l a t e d s t r a i n s a n d th e w i l d i s o l a t e s (K i l p a t r i c k e t a l . ,
1 9 9 8 ) .
2 . 4 . 2 In t r a t y p i c D i f f e r e n t i a t i o n
T e m p e r a t u r e s e n s i t i v i t y a n d a n t i g e n i c t e s t s h a v e b e e n u s e d t o c l a s s i fy p o l i o v i r u s e s
i n t o fi v e c a t e g o r i e s : v a c c i n e - d e ri v e d , w i l d , m o s t p r o b a b l y v a c c i n e - d e ri v e d , d i f fi c u l t t o
i d e n t i f y , a n d p r o b a b l y w i l d (N a k a n o e t a l . , 1 9 7 8) . O n e t e s t f o r d i f f e r e n t i a t i n g b e t w e e n
v a c c i n e - d e ri v e d a n d w i l d p o l i o v i r u s s t r a i n s i s t h e T e s t f o r R e p r o d u c t i v i t y C a p a c i t y a t
Su p r a o p t im a l T e m p e r a t u r e (R CT T e s t ; N a k a n o e t a l , 19 7 8) . T h i s t e s t i s b a s e d u p o n t h e
r e l a t i v e l y s m a l l d i f f e r e n c e (< 2 1o g i o ) i n v i r u s ti t e r f o r w i l d - t y p e v i r u s e s g r o w n a t n o r m a l
(3 5 . 5 ° C ) c o m p a r e d t o e l e v a t e d (4 0
° C ) t e m p e r a t u r e a n d t h e l a r g e (> 4 1o g i o ) d i f f e r e n c e s fo r
Sa b i n v i r u s e s gr o w n u n d e r t h e s am e c o n d i t i o n s . H e n c e , g r o w th a t e l e v a t e d t e m p e r a t u r e c a n
b e u s e d t o s e l e c t f o r w i l d v i r u s e s a g a i n s t a h i gh b a c k gr o u n d o f S a b i n v i r u s e s , w h i c h i s
p a r t i c u l a r ly u s e f u l w h e n s c r e e n i n g l a r g e n u m b e r s o f e n v i r o n m e n t a l s a m p l e s (M a n o r e t a l . ,
1 9 9 9 ) . H o w e v e r , t h i s R C T m a r k e r i s n o t a d e fi n i t i v e m a r k e r , a n d w h e n u s e d a s a s e l e c t o r i t
w i l l a l l o w g r o w t h o f 1% o f v a c c i n e (S a b i n ) t y p e 1 a n d 2 i s o l a t e s a n d 3 0% o f t y p e 3 i s o l a t e s
w h i l e s e l e c t i n g a g a i n s t 3 0 t o 3 5% o f t h e w i l d- t yp e 1, 2 a n d 3 i s o l a t e s (N a k a n o e t a l , 1 9 7 8) .
I n a s t u d y i n I s r a e l , a s m a l l n u m b e r (12 %) o f i s o l a t e s f r o m s ew a g e w e r e a b l e t o g r o w
a t 4 0 ° C . T h e m aj o ri t y o f t h e s e w e r e O PV - d e ri v e d s t r a i n s t h a t h a d l o s t t h e i r t e m p er a t u r e
s e n s i t i v e p h e n o t y p e (Sh u lm a n e t a l , 2 0 0 0) . So m e r e s e a r c h e r s b e U e v e t h a t t h e n u m b e r o f
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R C T - p o s i t i v e i s o l a t e s h a s i n c r e a s e d s i n c e t h e r e p l a c e m e n t o f B u fFa l o G r e e n M o n k e y (B G M )
c e l l s w i t h L 2 0 B c e l l s f o r c u l t i v a t i o n o f p o l i o v i r u s (Sh u lm a n e t a l , 2 0 0 0 ) . O t h e r fi e l d s t u d i e s
h a v e s u c c e s s f u l l y c o m b i n e d gr o w th a t e l e v a t e d t e m p e r a t u r e s e l e c t i o n w i t h t h e u s e o f t h e
p o l i o v i r u s s e l e c t i v e L 2 0B c e l l l i n e (M a n o r e t a l . , 19 9 9 ) f o r t h e s e l e c t i o n o f i s o l a t e s t h a t a r e
d i s t i n c t fr o m p a r e n t a l v a c c i n e s t r a i n s . I t i s b e l i e v e d t h a t v i r u s e s p r o p a g a t e d a t 4 0
° C ,
r e g a r d l e s s o f l o g d i f f e r e n c e , n e e d f u r t h e r g e n e t i c a n a l y s i s (V i n j e , i n p r e p a r a t i o n ) .
A d d i t i o n a l m e th o d s h a v e b e e n d e v e l o p e d t o d i f f e r e n t i a t e v a c c i n e f r o m w i l d t y p e
p o l i o v i r u s e s . h i 19 9 5 , a c o l l a b o r a t i v e s t u d y w a s c o n d u c t e d c o m p a r i n g fi v e d i f f e r e n t m e th o d s
f o r t h e d i f f e r e n t i a t i o n o f w i l d fr o m v a c c i n e v i r u s . T h e s e m e t h o d s i n c l u d e e n z y m e
- l i n k e d
i m m i m o s o r b e n t a s s a y (E L I SA ) w i th p o l y c l o n a l c r o s s - a b s o r b e d a n t i s e r a (P A b - E ) , v i r u s
n e u t r a l i z a t i o n t e s t t h a t u s e s M A b s (M A b - N ) , g e n o t y p i n g b y r e v e r s e t r a n s c r i p t i o n p o l ym e r a s e
c h a i n r e a c t i o n (R T - P C R ), g e n o t yp i n g b y r e s t r i c t i o n fr a gm e n t l e n gt h p o l ym o r ph i sm (R FL P ),
a n d g e n o t y p i n g b y p r o b e h y b r i d i z a t i o n (P r o H y b ) (A v o o r t e t a h , 19 9 5 ) . P r o H y b h a d th e
h i g h e s t r a t e o f a c c u r a c y (9 7 . 4 %) a n d R F L P h a d th e l o w e s t (9 1. 9% ). E a c h o f t h e fi v e
m e t h o d s h a s a d v a n t a g e s a n d d i s a dv a n t a g e s . A s n o n e o f t h e m e th o d s s h o w e d 10 0% a c c u r a c y ,
i t w a s r e c o mm e n d e d th a t l a b s d i f f e r e n t i a t e p o U o v i r u s i s o l a t e s w i t h a t l e a s t tw o o f t h e a b o v e
m e n t i o n e d m e th o d s
, p r e f e r a b l y o n e m e th o d b a s e d o n a n t i g e n i c a n d o n e b a s e d o n g e n e t i c
d i f f e r e n c e s (v a n d e r A v o o r t e t a l , 19 9 5 ) .
M o n o c l o n a l a n t i b o d i e s
,
s p e c i fi c f o r n e u t r a l i z i n g t h e S a b i n v a c c i n e s fr a i n s a n d
a l l o w i n g th e n o n - v a c c i n e s t r a i n s t o g r o w , w e r e d e v e l o p e d a n d ar e u s e d f o r d i f f e r e n t i a t i o n
(C r a i n i c e t a l , 19 8 3 ; M a n o r e t a l , 19 9 9) . T h e th r e e S a b i n - s p e c i fi c M A b s a r e s p e c i f i c f o r
e a c h p o l i o s e r o t y p e (M A b 9 5 5 , 12 3 3 a n d 8 8 9 f o r PV l , P V 2 a n d P V 3 , r e s p e c t i v e l y ).
D i f f e r e n t i a t i n g p o l i o v ir u s e s c a n a l s o b e b a s e d u p o n t h e p e r c e n t n u c l e o t i d e v a r i a t i o n
o f t h e V P l g e n e c o m p a r e d t o S a b i n v i r u s . D u e t o t h e e r r o r - p r o n e n a t u r e o f RN A
p o l ym e r a s e s , p o l i o v i r u s e s m u t a t e a t a r a t e o f 0 . 0 3 0 s u b s t i t u t i o n s p e r s y n o n ym o u s s i t e p e r
y e a r (L i u e t a l . , 2 0 0 0 ; K e w e t a l . , 2 0 0 2 ) . A n a r b i t r a r i l y s e t c u t - o f f o f > 1% n u c l e o t i d e
d i f f e r e n c e i n t h e V P l g e n e c o m p a r e d t o Sa b i n v i r u s i s b e i n g u s e d t o d e t e r m i n e i f a s t r a i n i s
"
v a c c i n e - d e r i v e d
"
p o l i o v i r u s (v d PV ) a n d m i gh t p o s e a p u b l i c h e a l t h r i s k , a n d a n u c l e o t i d e
d i f f e r e n c e o f > 5% i s c o n s i d e r e d a r e v e r s i o n t o t h e w i l d s t r a i n (WH O , 1 9 9 7 ) .
2 . 5 P r e v e n t i o n
I n 19 5 5 Jo n a s S a l k d e v e l o p e d a n i n a c t i v a t e d t r i v a l e n t p o l i o v i r u s v a c c i n e (I P V ) . I t
i n i t i a l l y h a d b e e n i n a c t i v a t e d b y f o r m a l i n a n d p r o v e d e f f e c t i v e i n d e c r e a s i n g th e n u m b e r o f
c a s e s o f p o l i o m y e l i t i s (WH O , 19 9 7 ) . I n i t i a l l y , t h e d o s e - r e s p o n s e r e l a t i o n s h i p b e t w e e n
fo r m a l i n a n d p o l i o v i r u s w a s u n k n o w n b u t a s s i m i e d t o b e fi r s t o r d e r o r e x p o n e n t i a l w h e n i t
w a s n o t . A s a r e s u l t s o m e i n i t i a l v a c c i n e p r o d u c t i o n l o t s w e r e n o t c o m p l e t e l y i n a c t i v a t e d ;
r e s u l t i n g i n v a c c i n e a s s o c i a t e d p a r a l y t i c p o l i o v i r u s (V A P P) (N a th o n s o n e t a l , 19 6 3 ) .
Su b s e q u e n t l y , t h e v i r u s w a s m o r e h i g h l y p u r i fi e d p r i o r t o f o rm a h n t r e a tm e n t i n o r d e r t o
a c h i e v e g r e a t e r i n a c t i v a t i o n e f fi c i e n c y . C u r r e n t l y , i n t h e U n i t e d St a t e s , t h e I P V i s a h e a t -
k i l l e d v a c c i n e . T h e v a c c i n e i s a d m i n i s t e r e d v i a i n t r a m u s c u l a r i n j e c t i o n a n d s h o u l d b e g i v e n
b y m e d i c a l l y t r a i n e d p e r s o n n e l . So m e c o u n t r i e s s t i l l u s e f o r m a l d e h y d e i n a c t i v a t e d I PV b u t
t a k e m a n y p r e c a u t i o n s t o e n s u r e i t s s a f e t y . T h e a d v a n t a g e o f I P V i s t h a t i t c a n b e c o m b i n e d
w i t h o t h e r r o u t i n e v a c c i n a t i o n s o f c h i l dr e n
,
s u c h a s a D T P (d i p h th e r i a , t e t a n u s , p e r t u s s i s )
(l o n - N e d e l c u e t a l . , 19 9 7 ) . IP V a l o n e c o s t s b e tw e e n o n e a n d fi v e U S d o l l a r s p e r v a c c i n e
d o s e (WH O , 19 9 7 ) .
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I n i n du s t ri a l i z e d c o u n t ri e s , > 9 0% s e r o c o n v e r s i o n r a t e s f o r a l l t hr e e p o l i o v i r u s
s e r o t y p e s h a v e b e e n a c h i e v e d a ft e r j u s t tw o O P V d o s e s (M c B e a n e t a l , 19 8 8 ) . L i t r o p i c a l
a n d s u b t r o p i c a l a r e a s , O P V im m u n o g e n i c i t y i s m u c h l o w e r , e s p e c i a l l y f o r s e r o t y p e s 1 a n d 3
(P a t i a r c a e t a l . , 1 9 9 1 ) . F u r t h e r m o r e , t h e h e a l t h s t a t u s o f t h e v a c c i n e e d u ri n g t h e t im e o f
v a c c i n a t i o n
,
i n p a r t i c u l a r h a v i n g di a r r h e a w h e n v a c c i n a t e d , h a s b e e n a s s o c i a t e d w i t h v a c c i n e
f a i l u r e (P o s e y e t a l , 19 9 7 ) .
h i 19 6 1- 19 6 2 A l f r e d S a b i n Uc e n s e d a l i v e
,
a t t e n u a t e d t ri v a l e n t o r a l p o l i o v i r u s v a c c i n e
(O P V ) (K n i p e , 2 0 0 1 ) . O P V s im u l a t e s a n a t u r a l i n f e c t i o n b e c a u s e i t c a n r e p l i c a t e i n t h e g u t i t
i s a b l e t o e l i c i t a l o c a l m u c o s a l a s w e l l a s a s y s t e m i c h u m o r a l im m u n e r e s p o n s e (D i e t ri c h e t
a l
. ,
2 0 0 3 ) . h i d i v i d u a l s r e c e i v i n g O P V w i l l e x c r e t e t h e v i r u s i n t o t h e e n v i r o n m e n t v i a f e c e s ,
a n d th e v i r u s m a y r e c i r c u l a t e i n a c o m m u n i t y b y v a ri o u s r o u t e s , p o s s i b l y i n c l u d i n g th e
c o n s i m i p t i o n o f f e c a l l y - c o n t a m i n a t e d w a t e r . O P V b e c a m e m o r e p o p u l a r t h a n I P V a s i t c a n
b e a dm i n i s t e r e d o r a l l y . F u r t h e r m o r e , t h e O P V c o s t s a p p r o x im a t e l y t e n c e n t s p e r d o s e , w h i c h
i s f a r l e s s t h an th e I P V .
A lt h o u g h t h e r e a r e m a n y p r e c a u t i o n s t o e n s u r e t h e s a fe t y o f O P V , v a c c i n e - a s s o c i a t e d
p a r a l y t i c p o l i o m y e l i t i s (V A P P ) h a s b e e n r e p o rt e d . V A P P r e s u l t s fr o m th e r e v e r s i o n o f t h e
v a c c i n e t o a n e u r o v i r u l e n t s t r a i n a n d g e n e r a l l y o c c u r s a ft e r t h e fi r s t d o s e o f t h e O P V . T h e r e
w e r e 10 5 U n i t e d St a t e s v a c c i n e - a s s o c i a t e d c a s e s fr o m 19 7 3 t o 19 84 , b u t n o t a l l w e r e d i r e c t
r e c i p i e n t s o f t h e O P V (N k o w a n e e t a l , 19 8 7) . O f t h e c a s e s , 3 5 i n r e c i p i e n t s o f t h e O PV , 14
w e r e i n im m u n o c o m p r o m i s e d i n d i v i d u a l s , 5 0 i n c o n t a c t s o f v a c c i n e e s , a n d s i x w i t h n o
a p p a r e n t h i s t o r y o f v a c c i n a t i o n o r c o n t a c t w i t h v a c c i n e e s ( Nk o w a n e e t a l . , 1 9 8 7 ) .
T h e Sa b i n 1 v a c c i n e s t r a i n d i f f e r s fr o m i t s p a r e n t a l w i l d t y p e s t r a i n b y 54 p o i n t
m u t a t i o n s (N o t t a y e t a l , 19 8 1 ) . Sa b i n 2 v i r u s d i f f e r s w i t h tw o m a j o r d e t e r m i n a n t s fr o m i t s
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w i l d t y pe (R e n e t a l . , 1 9 9 1, G e o r g e s c u e t a l , 1 9 9 7 ; M a c a d am e t a l , 19 9 3 ; Sh u lm a n e t a l . ,
2 0 0 0 ) , o n e c o n f e r ri n g a n am i n o a c i d c h a n g e (i s o l e u c i n e i 4 3 t o t h r e o n i n e ) w i t h i n t h e V P l
c a p s i d p r o t e i n a n d t h e o t h e r a t p o s i t i o n 4 8 1 w i t h i n t h e 5
' U T R . A s e r o t y p e 2 p o l i o v i r u s ,
c o n t a i n i n g th e s e t w o k e y m u t a t i o n s , i s o l a t e d fr o m a n e n v i r o n m e n t a l s a m p l e p r o v e d t o b e
h i g h l y n e u r o v im l e n t i n P V R - T g 2 1 m i c e (Sh u lm a n e t a l . , 2 0 0 0 ) . T h e Sa b i n 3 v i r u s di f f e r s
fr o m th e v i r u l e n t f o r m b y t w e l v e n u c l e o t i d e p o s i t i o n s , t h r e e o f w h i c h a r e n e c e s s a r y f o r t h e
s a fe t y o f t h e v a c c i n e (G e o r g e s c u e t a l . , 1 9 9 7 ) .
A m o n g a l l t hr e e s e r o t y p e s t h e r e i s a t l e a s t o n m a j o r d e t e r m i n a n t t h a t i s s u g g e s t e d t o
c o n f e r v i r u l e n c e i n t h e i n t e r n a l ri b o s o m e e n t r y s i t e (IR E S ), w h i c h i s l o c a t e d w i t h i n t h e 5
'
U T R (N o m o t o e t a l , 19 9 3 ) . T h e i n t e r n a l ri b o s o m a l e n t r y s i t e (I R E S) i s l o c a t e d w i t h i n t h e 5
'
U T R fo r a l l t h r e e s e r o t y p e s o f p o l i o v i r u s . T h e I R E S ft m c t i o n s a s t h e
"
l a n d i n g p a d
"
f o r t h e
ri b o s o m e t o a t t a c h a n d t r a n s l a t e n u c l e i c a c i d i n t o p r o t e i n s . M u t a t i o n s i n t h i s r e g i o n , i n
d o m a i n V o f t h e 5
'
U T R (F i g u r e 2 . 4 ) , a f f e c t t h e s e c o n d a r y s t r u c t u r a l e l e m e n t o f t h e du a l
s t e m - l o o p i n v o l v e d w i t h t r a n s l a t i o n , d e c r e a s i n g i t s e f fi c i e n c y . So m e o f t h e k e y a t t e n u a t i o n
f e a t u r e s o f t h e Sa b i n v i r u s e s r e v e r t t o t h e w i l d t y p e . T h e t yp e 1 v i r u s e s c a n m u t a t e fr o m G to
A a n d fr o m U t o C a t p o s i t i o n s 4 8 0 a n d 5 2 5 , r e s p e c t i v e l y ; i n t yp e 2 v i r u s e s t h i s m u t a t i o n i s at
p o s i t i o n 4 8 1 , w h i c h c h a n g e s fr o m A t o G ; a n d f o r t y p e 3 v i r u s e s , p o s i t i o n 4 7 2 c h a n g e s fr o m
U t o C .
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2 . 5 . 1 V a l i d at i n g O P V Sa f e t y
F a c t o r s t h a t m a y i n fl u e n c e t h e r e v e r s i o n s o f t h e 5
'
U T R w e r e a n a l y z e d . P r e p a r a t i o n
o f t h e O P V o n d i f f e r e n t c e l l l i n e s
, p r im a r y m o n k e y k i d n e y (P M K ) a n d V e r o c e l l s h a v e b e e n
a n a l y z e d . M u t a t i o n s i n t h e 5
'
U T R w e r e m o r e fr e q u e n t o n P M K c e l l s f o r s e r o t y p e s 1 a n d 3 i n
c e l l c u l t u r e ; h o w e v e r , n o d i f f e r e n c e w a s n o t e d f o r s e r o t y p e 2 . A d d i t i o n a l l y , v i r u s e s s h e d b y
p r i m a r y v a c c i n e e s s h o w e d n o d i f f e r e n c e i n t h e r e v e r s i o n r a t e r e g a r d l e s s t h e o r i g i n a l h o s t c e l l
t h a t w a s u s e d t o g r o w t h e v a c c i n e v i r u s e s (C h e z z i e t a l . , 1 9 9 8 ). A s im i l a r s t u d y a l s o
c o n c l u d e d th a t p r e p a r a t i o n o n V e r o c e l l s di d n o t n e g a t i v e l y i n fl u e n c e t h e r e v e r s i o n r a t e i n t h e
5
'
U T R a s c o m p a r e d t o O P V p r e p a r a t i o n o n P MK c e l l s (M a l l e t e t a l , 1 9 9 7 ) .
T h r e e d i f f e r e n t m e th o d s f o r t e s t i n g th e e f fi c a c y o f O P V l o t s h a v e b e e n d e s c r i b e d ,
i n c l u d i n g m o n k e y n e u r o v i r u l e n c e t e s t i n g (MN V T ) , m o u s e n e u r o v i r u l e n c e t e s t i n g , a n d
m u t a n t a n a l y s i s b y p o l y m e r a s e c h a i n r e a c t i o n a n d r e s t r i c t i o n e n z y m e c l e a v a g e (M A PR E C) .
T h e th r e e m e t h o d s a r e d e s c r i b e d b e l o w .
2 . 5 . 1 . 1 M o n k e y a n d M o u s e N e u r o v i r u l e n c e T e s t i n g
U n t i l r e c e n t l y , v a c c i n e l o t s w e r e t e s t e d b y M N V T . H o w e v e r , m o n k e y s a r e e x p e n s i v e
a n d a l im i t e d r e s o u r c e . M o n k e y s s h o w i n d i v i du a l d i f f e r e n c e s t h a t m a y l e a d t o i n c o n s i s t e n t
e x p e ri m e n t a l r e s u l t s . M o n k e y s c a n a l s o h a r b o r m a n y m i c r o o r g a n i s m s th a n c a n c o n t a m i n a t e
t h e i n du c e d l e s i o n , m a k i n g l e s i o n s c o ri n g d i f f i c u l t (A b e e t a l . , 19 9 5 ) .
I n t h e e a r l y 1 99 0 s , tw o g r o u p s d e v e l o p e d t r a n s g e n i c m i c e e x p r e s s i n g th e h u m a n
p o l i o v i r u s r e c e p t o r (P V R ) (R e n e t a l , 19 9 0 ; K o i k e e t a l , 19 9 1) . Th e s e t r a n s g e n i c m i c e w e r e
a b l e t o d e v e l o p p o l i o m y e l i t i s a ft e r i n o c u l a t i o n w i t h p o l i o v i r u s b y a v a ri e t y o f r o u t e s ,
a l t h o u g h t h e s e n s i t i v i t y o f t h e m i c e d e p e n d e d o n t h e i n o c u l a t i o n r o u t e (K o i k e e t a l , 1 9 9 3 ) .
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T h e v i r u l e n t M ah o n e y s t r a i n o f t y p e 1 p o l i o v i r u s w a s m u c h m o r e v i r u l e n t t h a n t h e a t t e n u a t e d
Sa b i n 1 s t r a i n i n t h e t r a n s g e n i c m i c e , m a k i n g th e t r a n s g e n i c m i c e a n e x c e l l e n t n e w a n im a l
m o d e l f o r s t u d y i n g m o l e c u l a r m e c h a n i s m s o f p a t h o g e n e s i s o f p o l i o v i r u s a n d f o r a s s e s s i n g
o r a l p o l i o v i r u s v a c c i n e s , h i a d d i t i o n , i n t r a s p i n a l i n o c u l a t i o n s o f n e u r o v i r u l e n t p o l i o v i r u s
s t r a i n s i n P V R - T g 2 1 m i c e d e m o n s t r a t e d a g o o d c o r r e l a t i o n w i t h h i s t o p a t h o l o g i c a l l e s i o n s i n
m o n k e y s (A b e e t a l . , 19 9 5 ) m a k i n g t h e m i c e a u s e fu l a l t e r n a t i v e t o MN V T .
R e c e n t l y , T g 2 1- B x m i c e w e r e d e v e l o p e d b y c r o s s i n g P V R - T g 2 1 m i c e w i t h B A L B / C
m i c e fo l l o w e d b y r e p e a t e d b a c k c r o s s i n g . T a i l D N A i s s c r e e n e d t o i n s u r e t h a t t h e T g2 1- B x
m i c e a r e h o m o g e n o u s fo r t h e PV R r e c e p t o r (M a r t i n e t a l . , 2 0 0 2 ) .
2 . 5 . 1 . 2 M u t a n t A n a l y s i s P o l y m e r a s e C h a i n R e s t ri c t i o n E n z y m e C l e a v a g e
A s a n a l t e r n a t i v e t o m o n k e y n e u r o v i r u l e n c e t e s t s , m u t a n t a n a l y s i s b y p o l y m e r a s e
c h a i n r e a c t i o n f o l l o w e d b y r e s t ri c t i o n e n z ym e c l e a v a g e (M A PR EC ) w a s d e v e l o p e d t o t e s t
O P V v a c c i n e l o t s . M A P R E C i n v o l v e s p u ri f i c a t i o n o f p o U o v i r u s R N A a n d R T - P C R t a r g e t i n g
t h e k n o w n m u t a t i o n s o f n o n - S a b i n s t r a i n s i n t h e 5
'
U T R r e g i o n . A s e n s e p ri m e r i s
^ ^
P -
l a b e l l e d , a n d a ft e r am p l i f i c a t i o n t h e P C R p r o du c t i s d i g e s t e d w i t h a r e s t ri c t i o n e n z y m e
s p e c i fi c t o t h e r e v e r t a n t s t r a i n . T h e p r o p o r t i o n o f r e v e r t a n t s i s t h en c a l c u l a t e d b y m e a s u ri n g
t h e r a d i o a c t i v i t y o f t h e r e s t ri c t i o n - e n z ym e d i g e s t e d a n d u n d i g e s t e d - D N A s t r a n d a n d
c o m p a ri n g t o a s t a n d a r d c u r v e (Ch u m a k o v e t a l . , 1 9 9 1 ; Y o s h i d a e t a l . , 2 0 0 2 ) . O n e s t u dy
i n v e s t i g a t e d u s i n g M A PR E C a ft e r s i x O P V v a c c i n e l o t s f a i l e d M N V T . S e r o t yp e 3 w a s
s c r e e n e d b y MA PRE C a n d s h o w e d a m u t a t i o n a t p o s i t i o n 4 7 2 fr o m u ri d i n e (U ) (v a c c i n e
s t r a i n ) t o c y t o s i n e (C ) (w i l d s t r a in ) . T h e m u t a t i o n a t p o s i t i o n 4 72 c o r r e l a t e d w i t h m o n k e y
n e u r o v i r u l e n c e (C h u m a k o v e t a l , 1 9 9 1) .
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T h e MA P R E C m e t h o d w a s s t u d i e d f u r t h e r w i t h s e r o t y p e s 1 , 2 , a n d 3 . T h e r e v e r s i o n
o f s e r o t yp e 1 a t p o s i t i o n 4 8 0 t o a d e n i n e (A ) a n d p o s i t i o n 5 2 5 t o c y t o s i n e (C ) c o r r e l a t e d w i t h
M N V T . T h e l o w e r l im i t fo r f a i l i n g t h e MN V T u s i n g p e r c e n t a ge r e v e r t a n t s b y M A PR E C ,
4 8 0 - A a n d 5 2 5 - C , i s 5% (R e z a p k i n e t a l , 1 9 9 4 ; C hu m a k o v , 1 9 9 9 ) . T h e l o w e r l im i t o f
r e v e r s i o n s f o r s e r o t y p e 2 c o r r e l a t e s w i t h MN V T , 4 8 1 - G , h a s b e e n s e t a t 4 % (T a f f s e t a l . ,
19 9 5) . T h e M A PR E C m e th o d a l s o c o r r e l a t e d w e l l w i t h n e u r o v i m l e n c e t e s t i n g i n P V R - T g2 1
m i c e (H o r i e e t a l , 2 0 0 1 ) .
T h e r e v e r s i o n o f a n y m u t a n t s m a y b e d e p e n d e n t o n t h e m u l t i p l i c i t y o f i n f e c t i o n
( M O I) a n d t e m p e r a t u r e a t w h i c h t h e v i r u s w a s g r o w n i n v i t r o . T h e r e v e r s i o n r a t e s d e p e n d e d
o n t h e c o n f l u e n c e o f t h e c e l l c u l t u r e a n d i n c u b a t i o n t e m p e r a t u r e (C h u m a k o v e t a h , 19 9 2 ;
Ch u m a k o v e t a l
,
19 9 4 ; R e z a p k i n e t a l , 19 94 ; R e z a p k i n e t a l , 19 9 5 ; T a f f s e t a l , 19 9 5 ) . T h e
l o w M O I w a s l a t e r d e fi n e d t o b e 10
" ^ ^
5 0% T i s s u e C u l t u r e h i f e c t i o u s D o s e s (T C ID 5 0 ),
w h i c h w a s n e a r t h e M O I fo r O P V p r o du c t i o n , p o s s i b l y l e a di n g t o h i g h r a t e s o f m u t a n t
a c c u m u l a t i o n . A h i g h M O I , 10
" ^ ^
T C I D 5 0 , l e a d s t o m u c h l o w e r r a t e s o f m u t a t i o n .
2 . 6 E r a d i c a t i o n o f Po l i o v i r u s
E r a d i c a t i o n o f p o l i o v i r u s i s f e a s ib l e b e c a u s e h u m a n s a r e t h e o n l y n a t u r a l h o s t a n d
t h e r e i s n o a n im a l r e s e r v o i r
,
m a k i n g i t s im i l a r t o s m a l lp o x . V a c c i n a t i o n s i n u n d e v e l o p e d
c o u n t r i e s , i n c o m b i n a t i o n w i t h N a t i o n a l Imm u n i z a t i o n D a y s (N I D s ) , h a v e b e e n e f fe c t i v e i n
d e c r e a s i n g t h e n u m b e r o f s u s c e p t i b l e i n d i v i du a l s . I n t h e U n i t e d St a t e s , t h e i n t r o d u c t i o n o f
I PV i n 19 5 5 c a u s e d a s h a r p d e c l i n e i n r e p o r t e d c a s e s . F u r t h e r m o r e , im p l e m e n t i n g O P V i n
19 6 3 a l s o c o n t r i b u t e d t o t h e d e c l in e i n c a s e s (F i g u r e 2 . 2 ) . A p e a k a ft e r t h e I PV i n t r o d u c t i o n
w a s a t t r i b u t e d t o t h e d i s t r i b u t i o n o f i n c o m p l e t e l y i n a c t i v a t e d v a c c i n e s , k n o w n a s t h e C u t t e r
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L a b o r a t o ri e s (o r C u t t e r ) i n c i d e n t (N a th a l s o n e t a l , 1 9 6 3 ) . Si n c e t h a t i n i t i a l f a i l u r e o f v a c c i n e
s a f e t y , v a c c i n e p r o du c t i o n im p r o v e m e n t s , i n c l u d i n g p o s t
-
p r o d u c t i o n v a c c i n e t e s t i n g f o r
n e u r o v i r u l e n t v i r u s e s
,
h a v e r e s u l t e d i n o n e o f t h e m o s t s u c c e s s f ii l p r o g r am s fo r a v a c c i n e -
p r e v e n t a b l e d i s e a s e .
S i n c e 1 9 8 8
,
w h e n t h e W o r l d H e a l t h O r g a n i z a t i o n s e t o u t t o e r a d i c a t e p o l i o m y e l i t i s ,
t h e n u m b e r o f p o l i o c a s e s g l o b a l l y h a s d e c l i n e d > 9 9% (WH O , 19 9 7 ) . T h e f i r s t g o a l s e t w a s
t o h a v e t h e v i r u s e r a d i c a t e d b y 2 0 0 0 (H u l l a n d A y lw a r d , 2 0 0 1); t h i s d a t e n o w h a s b e e n
c h a n ge d t o 2 0 0 5 (WH O , 19 9 7 ) .
T h e s t r a t e g y t o e r a d i c a t e p o l i o v i r u s i s f o u r - f o l d : 1 ) m a i n t a i n i n g h i g h v a c c i n e
c o v e r a g e 2 ) c o n d u c t i n g N a t i o n a l Im m u n i z a t i o n D a y s (N I D s ) 3 ) m a i n t a i n i n g A F P
s u r v e i l l a n c e , a n d 4 )
" m o p p i n g u p
"
a c t i v i t i e s (H u l l e t a l . , 19 9 4 ). A FP s u r v e i l l a n c e c o n s i s t s o f
c o l l e c t i o n o f tw o s t o o l s p e c im e n s fr o m a l l r e p o r t e d c a s e s o f A F P a n d t e s t i n g t h e s e sp e c im e n s
f o r p o l i o v i r u s a t o n e o f t h e g l o b a l p o l i o v i r u s n e t w o r k l a b o r a t o ri e s (WH O , 19 9 7 ) . A F P
s u r v e i l l a n c e r e q u i r e s t h a t t h e s a m p l e s b e c o l l e c t e d , t r a n s p o r t e d , a n d t e s t e d r a p i d l y , e n s u ri n g
h i g h - q u a l i t y l a b o r a t o r y t e s t i n g (WH O , 19 9 7) . T h i s s y s t e m t r a c k s o t h e r d i s e a s e s , s u c h a s
G u i l l a i n - B a r r e s y n d r o m e , t r a n s v e r s e m y e l i t i s , a n d t r a u m a t i c n e u r o p a t h y .
" M o p p i n g u p
"
a c t i v i t i e s i n c l u d e d o o r - t o - d o o r o r b o a t - t o - b o a t v a c c i n e c am p a i g n s t o i n s u r e t h a t e v e r y l a s t
c h i l d h a s b e e n v a c c i n a t e d (d e Qu a d r o s e t a h , 19 9 3 - 19 9 4 ) .
N o n - v a c c i n e s t r a i n s o f p o l i o v i r u s c a n c i r c u l a t e i n a w e l l - v a c c i n a t e d p o p u l a t i o n (H o v i
e t a l , 1 9 8 6 ; K e w e t a l , 19 9 3 ; P o y r y e t a l , 19 8 8) w i th o r w i t h o u t c l i n i c a l c a s e s . T h e r e fo r e ,
e r a d i c a t i o n o f t h e v i r u s w i l l o n l y b e p r o v e n b y b o th t h e l a c k o f p o h o m y e l i t i s c a s e s a n d i f
r e s u l t s o f c o n t i n u e d s u r v e i l l a n c e f o r w i l d - t y p e p o h o v i r u s a r e n e g a t i v e (M a n o r e t a l , 19 9 9 ).
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T h e W o r l d H e a l t h O r g a n i z a t i o n (WH O ), R o t a r y h i t e m a t i o n a l , t h e G a t e s F o u n d a t i o n ,
a n d C e n t e r s f o r D i s e a s e C o n t r o l a n d P r e v e n t i o n h a v e p l a y e d im p o r t a n t f i n a n c i a l a n d p o l i t i c a l
r o l e s t o c o m b a t p o l i o . WH O h a s p r o v i d e d t h e fu n d a m e n t a l c o r e o f d i r e c t i n g e f f o r t s a n d
m o n e t a r y a s s i s t a n c e t o w a r d s e r a d i c a t i n g p o l i o m y e l i t i s . I n 2 0 0 2 , R o t a r y I n t e r n a t i o n a l , p r e s e n t
i n 1 6 2 c o u n t r i e s , c o m m i t t e d t o r a i s e $8 0 m i l l i o n a s p a r t o f t h e P o l i o P l u s c a m p a i g n (G i a y ,
T h e R o t a r i a n ) . T h e G a t e s F o u n d a t i o n h a s a c t e d b y s u p p o r t i n g a n d fu n d i n g m a n y p r o j e c t s ,
i n c l u d i n g t h o s e l e a d b y R o t a r y a n d WH O . T h e m o n i e s r e c e i v e d fi r o m G a t e s a n d R o t a r y
I n t e r n a t i o n a l a r e u s e d f o r v a ri o u s p o l i o e r a d i c a t i o n c a m p a i g n s s u c h a s
"
t h e l a s t c h i l d ,
"
i n
w h i c h i n d i v i du a l s g o d o o r t o d o o r t o i n s u r e t h a t e v e r y l a s t c h i l d h a s b e e n v a c c i n a t e d . R o t a r y
I n t e r n a t i o n a l h a s a l s o f u n d e d r e s e a r c h p r o j e c t s t o im p r o v e d e t e c t i o n m e th o d s f o r p o l i o v i r u s ,
i n c l u d i n g th e d e v e l o p m e n t o f L 2 0 B c e l l s (W o o d a n d H u l l , 1 9 9 9) .
2 . 6 . 1 O b s t a c l e s f o r E r a d i c a t i o n
B a r ri e r s t o a c h i e v i n g e r a d i c a t i o n i n c l u d e i n a d e q u a t e v a c c i n e c o v e r a g e , t h e f e a s i b i l i t y
o f p h a s i n g o u t t h e v a c c i n e , p r o l o n g e d p o l i o v i r u s e x c r e t o r s , a n d c o n t i n u e d A F P s u r v e i l l a n c e
w i t h t h e i n c i d e n c e r a t e v e r y l o w . T h e i n a b i l i t y t o a c h i e v e a d e q u a t e v a c c i n e c o v e r a g e o f n o n -
im m u n i z e d o r p a r t i a l l y im m u n i z e d p o p u l a t i o n s i n e n d e m i c r e g i o n s i s d u e t o l a c k o f I t i s
a s s o c i a t e d w i t h p o l i t i c a l a n d s o c i a l t u r m o i l i n e n d e m i c c o u n t ri e s s u c h a s A f gh a n i s t a n ,
So m a l i a
,
a n d S u d a n (F i g u r e 2 . 5 ) . A l t h o u g h t h e s e c o u n t ri e s h a v e h a d D a y s o f T r a n qu i l i t y , i n
w h i c h a c e a s e - f i r e i s c a l l e d s o t h a t t h e c h i l dr e n o f t h e c o u n t ri e s i n r e g i o n s o f c o n f li c t c a n b e
v a c c i n a t e d
,
t h e r e a r e s t i l l l a r g e g r o u p s o f u n v a c c i n a t e d i n d i v i d u a l s (H u l l , 2 0 0 1) . R e l i gi o u s
o bj e c t i o n s t o im m u n i z a t i o n o f a n y k i n d a l s o a r e a n im p o rt a n t b a r ri e r t o e r a d i c a t i o n . T h e r e
w a s a p o l i o v i r u s t y p e 3 o u t b r e a k i n t h e N e th e r l a n d s i n 19 92 - 19 9 3 p ri m a ri ly a f f e c t i n g
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i n d i v i d u a l s b e l o n g i n g t o o r t h o d o x r e f o r m e d c h u r c h e s t h a t r e f u s e d v a c c i n a t i o n s o n r e l i g i o u s
g r o u n d s (O o s t v o g e l e t a l . , 1 9 9 4 ) .
C u r r e n t l y , I n d i a h a s t h e g r e a t e s t p r o p o rt i o n o f n e w p o Uo m y e l i t i s c a s e s , a c c o u n t i n g fo r
6 6% o f th e n e w c a s e s i n 2 0 0 2 . h i h i d i a
,
fr o m D e c em b e r 2 0 0 0 - 2 0 0 2 , t h e r e w e r e 12 3 8
c o n f i r m e d p o l i o m y e l i t i s c a s e s (WH O , 2 0 0 2 ) . T h e m a j o r i t y (7 5 % ) o f t h e c a s e s o c c u r i n t h e
s t a t e o f U t t a r P r a d e s h . T h e g a p s i n q u a l i t y o f im m i m i z a t i o n p r o g r a m s a n d l a r g e m i n o r i t y
p o p u l a t i o n s , m a n y i n U t t a r P r a d e s h , h a v e c o n t r i b u t e d t o t h e p r o b l e m o f p o Uo m y e l i t i s
p e r s i s t e n c e . N e w e r a d i c a t i o n s t r a t e g i e s f o r t h i s r e g i o n i n c l u d e i n t e n s e i m m u n i z a t i o n
c a m p a i g n s t h a t m u s t r e a c h e v e r y c hi l d , in c l u d i n g t h o s e i n m i n o r i t y p o p u l a t i o n s (WH O ,
2 0 0 2 ) .
2 . 6 . 2 M o n i t o ri n g f o r P o l i o v i r u s t hr o u gh o u t t h e E r a d i c a t i o n P r o c e s s
A s l o n g a s O P V i s i n u s e , t h e r e w i l l b e a ri s k o f v a c c i n e - d e ri v e d p o l i o v i r u s e s .
R e c i r c u l a t i o n o f p o U o v i r u s i n c o u n t ri e s w i t h l o w o r d e c r e a s i n g c o v e r a g e c a n l e a d t o a n
o u t b r e a k
,
a s w a s d e m o n s t r a t e d o n H i s p a n i o l a (K e w e t a l . , 2 0 02 ) . A m aj o r o b s t a c l e i s f i n d i n g
a w a y t o s a f e l y s t o p O P V . U n i v e r s a l s w i t c h i n g t o t h e EPV w o u l d b e i d e a l ; h o w e v e r t h e r e a r e
fi n a n c i a l p r o b l e m s th a t l im i t t h i s o p t i o n . T h e I P V c o s t s t e n t im e s a s m u c h a s t h e O P V a n d
r e q u i r e s t r a i n e d p e r s o n n e l t o a dm i n i s t e r (WH O , 19 9 7) . F u rt h e r m o r e , m a n y
im m u n o c o m p r o m i s e d v a c c i n a t e d i n d i v i du a l s c o u l d p o t e n t i a l l y e x c r e t e t h e v i r u s f o r e x t e n d e d
p e ri o d s o f t im e , w h i c h r a i s e s c o n c e r n s w h e n c o n t e m p l a t i n g s t o p p i n g a l l p o l i o v a c c i n a t i o n s .
T h e c o m b i n a t i o n o f A F P s u r v e i l l a n c e
,
v i r o l o gi c a l t e s t i n g o f s t o o l sp e c im e n s , a n d
e n v i r o n m e n t a l s u r v e i l l a n c e h a s b e e n s u g g e s t e d t o m o n i t o r t h e p u b l i c h e a l t h ri s k w h e n
c e s s a t i o n o f O P V u s e d o e s o c c u r (H o v i , 1 9 9 9 ) .
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2 . 6 . 3 R e c e n t O u tb r e a k s a n d C i r c u l a t i o n o f P o l i o v i r u s
S a b i n - d e r i v e d t y p e 2 s t r a i n s w e r e r e p o r t e d t o h a v e c i r c u l a t e d i n E gy p t fr o m 19 82 t o
19 9 3 a n d w e r e r e s p o n s i b l e fo r a t l e a s t 32 p o l i o m y e l i t i s c a s e s (M M WR , 2 0 0 1) . M o r e
r e c e n t l y , i n 2 0 0 0 - 2 0 0 1 , t h e r e w a s a n o u t b r e a k i n C e n t r a l A m e r i c a o n t h e i s l a n d o f
H i s p a n i o l a . A v a c c i n e - d e r i v e d (v d ) t y p e 1 p o l i o v i r u s b e l i e v e d t o h a v e b e e n i n c i r c u l a t i o n f o r
u p t o tw o y e a r s l e d t o 2 0 c a s e s o f p o l i o m y e l i t i s a n d tw o d e a t h s (K e w e t a l . , 2 0 02 ). A v dP V
c a u s e d a n o u t b r e a k i n 2 0 0 1 i n t h e Ph i l i p p i n e s . T h e th r e e i n d i v i d u a l s a f f e c t e d w e r e b o t h fu l l y
o r p a r t i a l l y (o n l y tw o d o s e s o f t h e O P V (2 0 PV )) v a c c i n a t e d a n d n o n e h a d fr a v e l e d o u t s i d e
t h e c o u n t r y s i n c e b i r t h . T h e t y p e 1 p o l i o v i r u s e s c a u s i n g p a r a l y s i s o r m e n i n g i t i s h a d a 3%
ge n e t i c d i f f e r e n c e w h e n c o m p a r e d w i t h th e Sa b i n 1 v i r u s (MM WR , 2 0 0 2 ) .
2 . 7 E n v i r o n m e n t a l S u r v e i l l a n c e
E n v i r o n m e n t a l s u r v e i l l a n c e i s a m e t h o d t o i d e n t i f y t y p e s o f p o l i o v i r u s e s c i r c u l a t i n g i n
a c o m m u n i t y (D i v i z i a e t a l . , 1 9 9 9 ; S h u lm a n e t a h , 2 0 0 0 ; T a m b i n i , 19 9 3 , v a n d e r A v o o r t e t
a l
,
1 9 9 5) . P o l i o v i r u s e s c a n r e m a i n i n fe c t i o u s i n t h e e n v i r o n m e n t f o r a n e x t e n d e d p e r i o d o f
t im e
,
a n d t h i s m a y b e a c o n s i d e r a b l e r i s k f o r t r a n sm i s s i o n (K e w e t a l , 2 0 02 ) . T h e r e c o v e r y
r a t e fr o m m u n i c i p a l s e w a g e a ft e r i n t r o d u c t i o n o f v i r u s fr o m a s i n g l e t o i l e t fl u s h e d w i t h a n
a v e r a g e t i t e r o f 10
^^ 7 . 6 T C ID 50 /m L o f p o h o v i r u s w a s g r e a t e r t h a n 1 0 % (H o v i , 20 0 1) .
V a c c i n e p o l i o v i r u s w a s fl u s h e d d o w n a t o i l e t a n d 1 0% o f th e o r i g i n a l i n o c u l u m w a s
r e c o v e r e d b y th e c o l l e c t i o n a n d c o n c e n t r a t i o n a t a r e m o t e d o w n s t r e a m l o c a t i o n .
A p p r o x im a t e l y 7 5 0 , 0 0 0 i n d i v i d u a l s w e r e u s i n g th i s w a t e r / s e w a g e n e tw o r k a t t h e t im e o f t h i s
t o i l e t - fl u s h e x p e r i m e n t (H o v i e t a l , 2 0 0 1) . I t w a s e s t im a t e d th a t 1% o f th e p o p u l a t i o n i n a n
i n d u s t r i a U z e d r e g i o n w o u l d n e e d t o e x c r e t e p o l i o v i r u s f o r i t t o b e d e t e c t e d i n u n c o n c e n t r a t e d
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s e w a g e (M a n o r , 1 9 9 9 ) . F u r t h e r m o r e , a s im u l a t i o n m o d e l d e s i g n e d t o c o m p a r e e n v i r o n m e n t a l
s u r v e i l l a n c e a n d A F P su r v e i l l a n c e c o n c l u d e d t h a t f o r sm a l l e r o u t b r e a k s e n v i r o n m e n t a l
s u r v e i l l a n c e w o u l d b e m o r e e f fi c a c i o u s t h a n A F P s u r v e i l l a n c e (H o v i e t a l . , 2 0 0 1) .
E n v i r o i u n e n t a l s u r v e i l l a n c e h a s b e e n s u c c e s s fu l in d e t e c t i n g n o n - v a c c i n e





s a m p l e s c o l l e c t e d b e tw e e n 19 8 9 a n d 19 9 7 (M a n o r , 19 9 9 ) . W i l d - t y p e p o l i o v i r u s e s w e r e
c h a r a c t e r i z e d b y i n c u b a t i o n a t a n e l e v a t e d t e m p e r a t u r e a n d s e q u e n c i n g o f t h e V P l c a p s i d
r e g i o n (M a n o r , 1 9 9 9 ) V a c c i n e - d e r i v e d H i s p a n i o l a i s o l a t e s w e r e d e t e c t e d s h o r t l y a ft e r a n
o u t b r e a k o f c l i n i c a l l y c o n fi r m e d p a r a l y t i c c a s e s a n d th e e n v i r o n m e n t a l i s o l a t e s w e r e
c o n fi r m e d b y s e q u e n c e a n a ly s i s a n d n e u r o v i r u l en c e t e s t i n g (V i n j e e t a l . , m a n u s c r i p t i n
p r e p a r a t i o n ) . V a c c i n e - d e r i v e d p o l i o v i r u s e s (v d P V ) h a v e b e e n d e t e c t e d i n e n v i r o n m e n t a l
s a m p l e s fi :o m Ja p a n , I s r a e l , a n d H i s p a n i o l a am o n g s t h i gh b a c k g r o u n d s o f v a c c i n e
p o l i o v i r u s e s .
F i n d i n g v d P V i s n o t d i r e c t l y r e l a t e d t o fi n d i n g a n o u t b r e a k (D i v i z i a e t a l . , 19 9 9 ) .
C o n s i d e r i n g th e c a s e ri n f e c t i o n r a t i o i s 1 : 10 a n d th e p a r a l y t i c c a s e r i n f e c t i o n r a t i o i s 1 : 10 0
t h e r e m a y b e m a n y i n f e c t i o n s b e f o r e a c a s e p r e s e n t s i t s e l f A fi i r t h e r c o n s i d e r a t i o n i s t h a t
l o w v a c c i n e c o v e r a g e , w h i c h i s c o n s i d e r e d t o b e w h e n l e s s t h a n 8 0% o f a c o u n t r y
'
s
p o p u l a t i o n h a s h a d th r e e d o s e s o f t h e O PV (WH O , 19 9 7 ; D a y a n e t a l . , 2 0 0 3) . P r o l o n ge d
c i r c u l a t i o n o f n o n - v a c c i n e p o l i o v i r u s e s i s f a c i l i t a t e d b y th e p r e s e n c e o f im m u n o c o m p r o m i s e d
i n d i v i d u a l s (K e w e t a l . , 19 9 8 ). D e t e c t i o n o f n o n - v a c c i n e p o l i o v i r u s e s i s im p o r t a n t a n d t h e r e
a r e m a n y a s p e c t s t o t a k e i n t o a c c o u n t w h e n c o n s i d e r i n g th e p o t e n t i a l r i s k o f a n o n - v a c c i n e
p o l i o v i r u s .
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F i g u r e 2 . 1 E g y p t i a n l it h o g r a p h s h o w i n g m a n w i th p o Uo m y e h t i s
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3 . 1 T e x a s : St u dy Si t e s
T e x a s w a s c h o s e n t o a s s e s s t h e p r e s e n c e o f p o U o v i r u s e s t h a t w o u l d p o s s i b ly b e
p r e s e n t d u e t o a n i n f l u x o f M e x i c a n b o r d e r w o r k e r s . M e x i c o i s c u r r e n t l y u s i n g th e O P V a n d
th e r e i s fr e qu e n t t r a v e l am o n g p e r s o n s i n t h i s r e g i o n t o a n d fr o m M e x i c o . T h i s s t a t e s w i t c h e d
fr o m th e O P V t o I P V i n J a n u a r y 2 0 0 1 (T D H , 2 0 0 3 ) . A t o t a l o f 2 0 s e w a g e s am p l e s w e r e
c o l l e c t e d i n O c t o b e r 2 0 0 1 a t w a s t e w a t e r m u n i c i p a l i t i e s a l o n g t h e L o w e r R i o G r a n d e R i v e r
V a l l e y (T a b l e 3 . 1) . T h i s c o l l e c t i o n r e gi o n c o m p r i s e s f o u r c o u n t i e s a t t h e s o u t h e n u n o s t t i p o f
T e x a s
,
b o r d e r e d b y M e x i c o t o t h e s o u t h a n d w e s t a n d b y t h e G u l f o f M e x i c o t o t h e e a s t .
3 . 2 H a i t i : St u d y S i t e s
E n v i r o n m e n t a l s a m p l e s w e r e c o l l e c t e d a t e i g h t l o c a t i o n s i n Ju l y 2 0 0 1 a n d N o v e m b e r
2 0 0 1 a s a f o l l o w u p t o a t y p e 1 p o l i o v i r u s o u t b r e a k i n 2 0 0 0 - 2 0 0 1 i n H i s p a n i o l a (T a b l e 3 . 2 ) .
D e lm a s a n d P o r t - a u - P r i n c e w e r e s a m p l e d a s f o U o w u p l o c a t i o n s w h e r e c a s e s o f p o l i o m y e l i t i s
c a u s e d b y v a c c i n e - d e r i v e d p o l i o v i r u s e s h a d o c c u r r e d (K e w e t a i , 2 0 02 ) . P e t i o n v i l l e a n d
C a r r e f o u r w e r e t h e o t h e r p r o v i n c e s s a m p l e d .
3 . 3 E c u a d o r : St u d y Si t e s
E c u a d o r w a s c h o s e n a s a c o u n t r y o f i n c r e a s e d r i s k f o r s i l e n t c i r c u l a t i o n o f m u t a n t
p o l i o v i r u s e s o f v a c c i n e o r i g i n b a s e d o n l e v e l o f c o v e r a g e w i t h th r e e d o s e s o f t h e O PV
(3 0 P V ), p o o r qu a l i t y o f A F P s u r v e i l l a n c e , a n d e n t e r o v i r u s i s o l a t i o n r a t e (D a y a n e t a l , 2 0 0 3 ) .
T h e e p i d e m i o l o g i c a l s t u d y d e s c r i b e d b y D a y a n e t a l . (2 0 0 3 ) i n c l u d e s b a c k t r a c k i n g th r o u g h
h o s p i t a l r e c o r d s a n d fi n d i n g i n d i v i d u a l s l e s s t h a n 1 5 y e ar s o f a g e sh o w i n g s i g n s o f p a r a l y s i s
t h a t w e r e n o t t e s t e d f o r p o l i o v i r u s . Th i s s t u dy a l s o d e t a i l s t h e p o p u l a t i o n r e c e i v i n g t h r e e
d o s e s o f t h e O PV i s p o o r o r l e s s t h a n 8 0% . F o u r t e e n e n v i r o n m e n t a l s am p l e s w e r e c o l l e c t e d
i n M a y 2 0 0 1 a t s e v e n s i t e s i n s i x p r o v i n c e s o f E c u a d o r , i n c l u d i n g C o t o p a x i , B o l i v a r , L o j a ,
M a n a b i , E s m e r a l d a s , a n d N a p o (T a b l e 3 . 3 ) .
3 . 4 S a m p l e C o l l e c t i o n a n d V i r u s I s o l a t i o n
S a m p l e s ( I L ) w e r e fi
-
o z e n a f t e r c o l l e c t i o n a n d s h i p p e d o n i c e (T e x a s ) o r d r y i c e (H a i t i
a n d T e x a s ) t o t h e U n i v e r s i t y o f N o r t h C a r o l i n a , C h a p e l H i l l an d s t o r e d a t - 2 0 ° C u n t i l
a n a l y s i s . A f l o w c h a r t s h o w i n g th e s t e p s t h a t w e r e f o l l o w e d fo r t h e r e c o v e r y a n d
c o n c e n t r a t i o n o f p o l i o v i r u s fi
-
o m e n v i r o n m e n t a l s a m p l e s i s s h o w n i n F i g u r e 3 . 1 a n d i s a
m o d i fi c a t i o n o f a m e t h o d d e s c r i b e d p r e v i o u s l y (Sh i e h e t a l . , 1 9 9 7 ) . B r i e fl y , t h e p H o f t h e
s a m p l e w a s a dj u s t e d t o 7 . 2 w i t h I M s o d i u m h y d r o x i d e (N a O H ) o r I M h yd r o c h l o r i c a c i d
(H C l ). T h e l i q u i d s w e r e s e p a r a t e d fi - o m t h e s o l i d s b y c e n t r i fi i g a ti o n a t 5 , 0 0 0 x g f o r 3 0
m i n u t e s (m i n ) a n d 4
° C ( a t e m p e r a t u r e o f 4
° C w a s u s e d fo r a l l c e n t r i fi i g a t i o n s i n t h e
p r o c e d u r e ) . Su b s e q u e n t l y , t h e s o l i d s w e r e e x t r a c t e d tw i c e w i t h 5 p a r t s 3% b e e f e x t r a c t
(B e c t o n D i c k o n s o n , Sp a r k s , M D ) a n d 3 p a r t s c h l o r o f o r m - 0 . 0 0 1% d i t h i o z o n e , a n d t h e
s u p e m a t a n t s w e r e c o l l e c t e d b y c e n t r i fi i g a ti o n a t 5 , 0 0 0 x g f o r 3 0 m i n . T h e i n i ti a l a n d
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s u p e m a t a n t s e x t r a c t e d fr o m s e w a g e s o l i d s w e r e c o m b i n e d a n d t h e v i r u s e s w e r e p r e c i p i t a t e d
b y s l o w l y a d d i n g a n d d i s s o l v i n g 8% (w /v ) PE G 8 0 0 0 a n d 0 . 3M N a C l a n d a l l o w i n g th e
s o l u t i o n t o s i t o v e r n i g h t a t 4
° C . V i r u s w a s c o l l e c t e d b y c e n t r i f u g a t i o n a t 6 , 7 0 0 x g f o r 3 0
m i n . T h e P E G p e l l e t w a s r e s u s p e n d e d i n 2 m L P B S a n d e x t r a c t e d w i t h 0 . 5 p a r t o f
c h l o r o f o r m - 0 . 0 0 1% d i th i o z o n e m i x . A ft e r c e n t r i f u g a t i o n a t 5 , 0 0 0 x g f o r 3 0 m i n th e
c h l o r o f o r m p h a s e w a s r e - e x t r a c t e d w i t h 1 p a r t o f 3 % b e e f e x t r a c t . A ft e r c e n t r i fi i g a t i o n a t
5 , 0 0 0 X g f o r 3 0 m i n , t h e s u p e m a t a n t s w e r e p o o l e d a n d a ft e r t h e a d d i t i o n o f f e t a l c a l f s e r u m
(fi n a l c o n c e n t r a t i o n = 3% ) a n d g e n t a m y c i n /k a n am y c i n (fi n a l c o n c e n t r a t i o n s = 0 . 1 m g
k a n a m y c i n p e r m L a n d 0 . 0 5 m g g e n t a m y c i n p e r m L ) s t o r e d a t - 8 0
° C .
3 . 5 C e l l C u l t u r e
R h a b d o m y o s a r c o m a (R D ) c e l l s w e r e o b t a i n e d fi
-
o m th e A m e r i c a n T i s s u e C e l l C u l t u r e
a n d o r i g i n a t e fi
-
o m a h u m a n t u m o r . T h e c e l l l i n e s e l e c t e d s p L 2 0 B c e l l s a r e m o u s e L c e l l s t h a t
h a v e b e e n i n d u c e d t o e x p r e s s t h e h u m a n p o l i o v i r u s r e c e p t o r (P V R ) (Wo o d e t a l . , 19 9 9 ;
M e n d e l s o h n e t a l .
,
19 89 ) . B o t h c e l l l i n e s w e r e m a i n t a i n e d i n M i n im a l E s s e n t i a l M e d i u m
(M EM ) s u p p l em e n t e d w i th 10% f e t a l c a l f s e r u m (P C S), 1 5 m M H EP E S , 2 mM g l u t am i n e ,
0 . 1 m M n o n e s s e n t i a l a m i n o a c i d s
,
0 . 7 7 m M s o d i u m b i c a r b o n a t e , a n d a n t i b i o t i c s (0 . 1 m g o f
k a n am y c i n a n d 0 . 0 5 g e n t a m y c i n p e r m L ) .
E n v i r o n m e n t a l s a m p l e c o n c e n t r a t e s w e r e t h a w e d , a n d a v o l u m e e q u i v a l e n t t o 2 5% fr o m
e a c h s i t e w a s i n o c u l a t e d o n tw o d i f f e r e n t c e l l l i n e s a c c o r d i n g t o a s t a n d a r d p r o t o c o l (WH O ,
19 9 7 ) . T y p i c a l l y , t h e c o n c e n fr a t e s w e r e fi r s t i n o c u l a t e d o n R D c e l l s , i n c u b a t e d , an d t h e n
i n o c u l a t e d o n t o L 2 0 B c e l l s . A ft e r v i r u s a d s o r p t i o n fo r 1 h o u r a t 3 6 . 5
° C
,
t h e c e l l s w e r e
s u p p l e m e n t e d w i t h m a i n t e n a n c e m e d i u m (M E M w i th s u p p l e m e n t s a n d 2 % P C S) . C e l l
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c u l t u r e s w e r e o b s e r v e d d a i l y f o r c y t o p a t h o g e n i c e f f e c t (CP E ) . T o c o n fi r m th a t C PE w a s v i r a l
an d n o t t o x i c i t y , c e l l l y s a t e s w e r e fi l t e r e d th r o u gh a 2 5n i m d i a m e t e r a n d 0 . 2 |x M p o r e s i z e
c e l l u l o s i c fi l t e r (G e lm a n S c i e n c e s , A n n A r b o r , M i c h . ) a n d r e p a s s a g e d o n R D a n d L 2 0 B c e l l s
u n t i l t w o c o n s e c u t i v e r e a d i n g s w e r e c o n s i s t e n t f o r t h e p r e s e n c e o r a b s e n c e o f C P E . T h e fi n a l
L 2 0B p a s s a g e t h a t w a s CP E - p o s i t i v e w a s r e p a s s a g e d o n L 2 0 B c e l l s a n d i n c u b a t e d a t 4 0
° C t o
d e t e r m i n e i f t h e v i r u s e s w e r e c a p a b l e o f g r o w i n g a t t h i s e l e v a t e d t e m p e r a t u r e .
3 . 6 R e v er s e T r a n s c r i p t i o n
- P o l y m e r a s e C h a i n R e a c t i o n ( R T - P C R )
P o Uo v i r u s w a s c o n fi r m e d i n t h e c e l l l y s a t e s w i t h a p o l i o v i r u s d i a g n o s t i c P C R k i t
(C D C) th a t i n c l u d e p r i m e r s f o r t h e d e t e c t i o n o f e n t e r o v i r u s e s , a l l p o l i o v i r u s e s , a l l Sa b i n
p o l i o v i r u s e s , a n d e a c h i n d i v i d u a l p o l i o v i r u s s e r o t y p e (a l l s t r a i n s o f e a c h se r o t y p e ) (WH O ,
19 9 7 ) . Po l i o v i r u s i s o l a t e s w e r e f u r t h e r c h a r a c t e r i z e d b y a m p l i fy i n g a n d T a q - d y e t e r m i n a t i o n
s e q u e n c i n g a r e g i o n o f t h e 5
'
- U T R a n d th e c o m p l e t e o r p a r t i a l V P l g e n e . R T - PC R r e a c t i o n s
w e r e p r ep a r e d u s i n g th e Qi a g e n O n e - St e p R T - P C R k i t ^ w (Q i a g e n I n c , V a l e n c i a , CA ) w i th
p r e v i o u s l y p u b l i s h e d p r im e r s (Sh u lm a n e t a l , 2 0 0 0 ; T a b l e 3 . 3 ) . R e v e r s e t r a n s c r i p ti o n w a s
p e r f o r m e d a t 4 2
° C f o r 6 0 m i n . a n d P C R c o n s i s t e d o f 4 0 c y c l e s a t 9 4
° C f o r 1 m i n .
,
5 5 ° C fo r 1
m i n . a n d 7 2 ° C f o r 1 m i n . F o r a m p l i fi c a t i o n o f p a r t i a l o r e n t i r e V P l g e n e , a n a n n e a l i n g
t e m p e r a t u r e o f 5 0
° C w a s u s e d . P C R p r o d u c t s w e r e a n a l y z e d b y a g a r o s e g e l e l e c t r o p h o r e s i s
(a f t e r s t a i n i n g w i t h e t h i d i u m b r o m i d e ) a n d c o n fi r m e d b y s e q u e n c i n g (s e e b e l o w ) .
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3 . 7 P o l i o v i r u s a n d S e r o t y p e A n t i s e r a
C o n fi r m a t i o n o f t h e p r e s e n c e o r a b s e n c e o f p o l i o v i r u s e s w a s e s t a b l i s h e d by a n a l y z i n g
a l l s a m p l e s b y m i c r o n e u t r a l i z a t i o n u s i n g p o o l e d p o l i o v i r u s (s e r o t y p e 1 , 2 a n d 3 ) a n t i s e r u m
(N a t i o n a l I n s t i t u t e o f P u b l i c H e a l t h a n d th e E n v i r o n m e n t , B i l t h o v e n , T h e N e th e r l a n d s ) .
P o o l e d p o l i o s e r u m w a s d i l u t e d 1: 2 0 w i th m a i n t e n a n c e m e d i u m s u p p l e m e n t e d w i t h 5 % f e t a l
c a l f s e r u m . V i r u s
,
d i l u t e d t o l OE - 3 a n d l OE - 4 , a n d a n t i s e r a w e r e m i x e d i n e q u a l v o l u m e s
a n d i n c u b a t e d fo r a n h o u r a t 3 6 . 5 ° C , a ft e r w h i c h fr e s h l y t r y p s i n i z e d R D c e l l s w e r e a d d e d .
T h e m i c r o t i t e r p l a t e s w e r e r e a d d a i l y a n d s c o r e d f o r C P E u n t i l fi n a l r e a d i n g a t d a y 3 .
P o l i o v i r u s e s w e r e s e r o t y p e d u s i n g t h e i n d i v i d u a l s e r o t y p e s p e c i fi c a n t i s e r a (N a t i o n a l
I n s t i t u t e o f P u b l i c H e a l t h a n d th e E n v i r o n m e n t , B i l t h o v e n , T h e N e th e r l a n d s ) u s i n g
e s t a b l i sh e d m e th o d s d e s c ri b e d p r e v i o u s l y (K a p s e n b e r g , 19 8 9) . B ri e fl y , s e r a w e r e d i l u t e d
1 : 12 8 i n m a i n t e n a n c e m e d i u m s u p p l e m e n t e d w i th 2 % f e t a l c a l f s e r u m . S e v e r a l c o m b i n a t i o n s
o f t h e s e r a w e r e i n c u b a t e d w i th t h e v i r u s
,
d i l u t e d t o l OE - 2
,
t o a l l o w fo r n e u t r a l i z a t i o n a n d
i de n t i fi c a t i o n . A ft e r i n c u b a t i o n a t 3 6 . 5 ° C f o r a n h o u r t o a l l o w fo r n e u t r a l i z a t i o n
,
fr e s h l y
t r y p s i n i z e d L 2 0B c e l l s w e r e a d d e d (5 0 , 0 0 0 c e l l s p e r w e l l i n a 9 6 w e l l p l a t e ) a n d th e
m i c r o t i t e r p l a t e s w e r e d a i l y s c o r e d f o r C P E u n t i l fi n a l r e a di n g a t d a y 3 .
3 . 8 P o o l e d M o n o c l o n a l A n t i b o d i e s
P o l i o v i r u s e s w e r e fi i r t h e r a n a l y z e d u s i n g a M A b - b a s e d n e u t r a l i z a t i o n a s s a y w i t h
S a b i n - s p e c i fi c m o n o c l o n a l a n t i b o d i e s (M A b ) a s p r e v i o u s l y d e s c ri b e d (M a r t i n e t a h , 2 0 0 2 ) .
T h e a s s a y w a s c a r ri e d o u t a s a s t a n d a r d m i c r o n e u t r a l i z a t i o n t e s t o n L 2 0 B c e l l s (WH O , 19 9 7 )
w i t h a p o o l o f t hr e e S a b i n - s p e c i fi c M A b s s p e c i fi c f o r e a c h p o l i o v i r u s s e r o t y p e (M A b 9 5 5 ,
12 3 3 a n d 8 8 9 f o r P V l , P V 2 a n d PV 3 , r e sp e c t i v e l y ) . A 1 : 10 0 d i l u ti o n o f t h e t ri v a l e n t M A b
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a s c i t e s m i x t u r e w a s m i x e d w i t h p o l i o v i r u s d i l u t i o n s (1 0
'
a n d 10 ) a n d i n c u b a t e d a t 3 6 . 5 ° C
f o r o n e h o u r
,
a ft e r w h i c h r e a c t i o n m i x t u r e s w e r e in o c u l a t e d i n t o m i c r o l i t e r w e l l s f o r
i n f e c t i v i t y a s s a y . F i n a l m i c r o s c o p i c r e a d i n g o f t h e a s s a y w a s d o n e a ft e r f o u r d a y s . V ir u s e s
t h a t w e r e n o t n e u t r a l i z e d b y th e M A b s w e r e c h a r a c t e r i z e d a s n o n - Sa b i n s t r a i n s .
3 . 9 D N A S e q u e n c e A n a l y s i s
A l l V P l a n d 5 ' - U T R P CR p r o d u c t s o f a p p r o p r i a t e s i z e w e r e g e l p u r i fi e d a c c o r d in g t o
t h e i n s t r u c t i o n s (Q i a e x G e l E x t r a c t i o n K i t , Q i a g e n In c . ) b e f o r e s e q u e n c i n g . D N A
Se q u e n c i n g w a s c o n d u c t e d a t t h e U N C - C H A u t o m a t e d D N A S e q u e n c i n g F a c i l i t y u s i n g a n
A B I - 3 7 7 a u t o m a t e d s e q u e n c e r (A p p l i e d B i o s y s t e m s , F o s t e r C i t y , CA ) . R e g i o n s w e r e
s e q u e n c e d w i t h b o th th e f o r w a r d a n d r e v e r s e p r i m e r s t o c o n fi r m a c c u r a c y . R a w s e q u e n c e
d a t a w a s a n a l y z e d a n d e d i t e d w i t h C h r o m a s 1 . 4 5 (So u t h p o r t , Qu e e n s l a n d , A u s t r a l i a ) a n d th e
s e q u e n c e s w e r e a n a l y z e d u s i n g B i o E d i t 5 . 0 . 9 (H a l l , 19 9 9) .
3 . 10 N e u r o v i r u l e n c e T e s t i n g
T g 2 1- B x m i c e e x p r e s s i n g t h e h u m a n p o l i o v i r u s r e c e p t o r w e r e u s e d f o r
n e u r o v i r u l e n c e t e s t i n g (M a r t i n e t a l , 2 0 0 2 ) . T g2 1- B x m i c e a r e t h e p r o d u c t o f c r o s s i n g
T gP V R 2 1 (K o i k e e t a l . , 19 9 4 ) B A L B / c m i c e f o l l o w e d b y th e r e p e a t e d b a c k c r o s s i n g o f
o f fs p r i n g w i t h B A L B / c m i c e , i n t e r b r e e d i n g a n d s e l e c t i o n b y P C R s c r e e n i n g o f t a i l D N A .
T h e s e m i c e a r e h o m o z yg o u s f o r P V R a n d c l a s s n l A b g e n e s (H 2 d ) . T h e m i c e w e r e
i n o c u l a t e d i n t r a m u s c u l a r l y (l e ft h i n d l im b ) w i th 5 0 u L o f 1 0 - f o l d v i r a l d i l u t i o n s , a n d t h e i r
d a i l y c l i n i c a l s c o r e w a s m o n i t o r e d f o r 14 d a y s . C l i n i c a l p a r a m e t e r s i n c l u d e s t i f fi i e s s i n
l im b s
, p a r a l y z e d l im b (s ) , a n d o v e r a l l p a r a l y s i s . E i g h t m i c e (4 m a l e , 4 f em a l e ) w e r e u s e d p e r
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d i l u t i o n . T h e p r o b i t m e t h o d w a s u s e d t o c a l c u l a t e t h e 5 0 % p a r a l y t i c d o s e . C o n t r o l s i n c l u d e d
S a b i n 2 a s a n e g a t i v e c o n t r o l a n d i s o l a t e s 1 17 a n d 6 7 3 5 a s p o s i t i v e c o n t r o l s . I s o l a t e 1 17 i s
fr o m a v a c c i n e a s s o c i a t e p a r a l y t i c p o l i o m y e l i t i s a n d h a s b e e n s h o w n t o b e v i r u l e n t i n
m o n k e y s . St r a i n 6 7 3 5 i s a v a c c i n e - d e r i v e d v i r u s i s o l a t e d fr o m a l o n g - t e r m im m u n o d e fi c i e n t
e x c r e t o r . T h i s s t r a i n h a s 4 . 2% n u c l e o t i d e d i f f e r e n c e w i t h Sa b i n t y p e 2 i n t h e V P l a n d i s a l s o
v i r u l e n t i n m o n k e y s (M a r t i n e t a l . , 2 0 0 2 ) .
3 0
F I G U R E 3 . 1 F l o w - c h a r t o f E n v i r o n m e n t a l w a t e r s am p l e p r o c e s s i n g
I L E n v i r o n m e n t a l w a t e r o r w a s t e s a m p le
A d j u s t p H t o 7 2 w i th I M N a O H o r I M H C l
i
S t e p A
R e m o v e s o l i d s b y c e n t r i f u g a t i o n a t 5 0 0 0 x g f o r 3 0 m i n (4
° C )
A s p i r a t e s u p e r n a t a n t a n d s a v e s o l i d s
i
S t e p B
R e s u s p e n d s o l i d s i n 5 p a r t s (v / v ) 3 % b e e f e x tr a c t (w / v )
A d d 3 p a r t s c h l o r o f o n n
- 0 . 0 0 1% d i t h i o z o n e (v / v )
M ix
C e n tr i f u g e a t 5 , 0 0 0 x g f o r 3 0 m in . (4
°
C )
A s p i r a t e s u p e r n a t a n t a n d s a v e s o l id s
i
S t e p C
R e s u s p e n d s o l id s in 5 p a r t s (v / v ) 3 % b e e f e x t r a c t ( w / v )
M ix
C e n t r i f u g e a t 5 , 0 0 0 x g f o r 3 0 m i n (4
° C )
A s p ir a t e s u p e rn a t a n t a n d s a v e
i
S t e p D
C o m b i n e s u p e m a t a n t s fr o m S t e p s A , B a n d C
A d d 8 % (w / v ) P E G 8 0 0 0 a n d 0 3 M N a C l
D i s s o l v e a t r o o m t e m p e r a t u r e f o r 3 0 m in .
P r e c i p i t a t e o v e r n i g h t a t 4
°
C
S t e p E
C e n t r i f u g e a t 6 , 7 0 0 x g f o r 3 0 m in . (4
°
C )
R em o v e s u p e r n a t a n t
i
S t e p F
R e s u s p e n d p e l l e t i n 2 m L PB S
A dd 0 . 5 p a r t c h l o r o f o r m - 0 . 0 0 1% d i th i o z o n e to 1 p a r t p e l l e t - P B S
M ix
C e n t r i f u g e a t 5 , 0 0 0 x g f o r 3 0 m i n ( 4
°
C )
A s p i r a t e a n d s a v e s u p e r n a t a n t
i
S t e p G
R e - e x t r a c t c h l o r o f o r m p h a s e w i th 1 p a r t 3 % b e e f e x t r a c t
M ix
C e n tr i f u g e a t 5 , 0 0 0 x g f o r 3 0 m i n . (4
°
C )
A s p i r a t e a n d s a v e s u p e r n a t a n t
i
S t e p H
C o mb in e s u p e m a t a n t s fr o m S t e p F a n d G
A d d 3 % (v /v ) f e t a l c a l f s e r u m
A d d ge n t a m y c i n / k a n a m y c in
I n c u b a t e 10 m i n . a t r o o m t e m p e r a t u r e




T a b l e 3 . 1 T e x a s : D e s c r i p t i o n o f Se w a g e Sa m p l i n g S i t e s
S a m p l i n g D a t e C o u n t y C i t y P l a c e
O c t o b e r 2 0 0 1
O c t o b e r 2 0 0 1
O c t o b e r 2 0 0 1
O c t o b e r 2 0 0 1
O c t o b e r 2 0 0 1
O c t o b e r 2 0 0 1
O c t o b e r 2 0 0 1
O c t o b e r 2 0 0 1
O c t o b e r 2 0 0 1
O c t o b e r 2 0 0 1
O c t o b e r 2 0 0 1
O c t o b e r 2 0 0 1
O c t o b e r 2 0 0 1
O c t o b e r 2 0 0 1
O c t o b e r 2 0 0 1
O c t o b e r 2 0 0 1
O c t o b e r 2 0 0 1
O c t o b e r 2 0 0 1
O c t o b e r 2 0 0 1
O c t o b e r 2 0 0 1
C a m e r o n
C am e r o n
C a m e r o n
C a m e r o n
C a m e r o n
C a m e r o n
H i l d a g o
H i l d a g o
H i l d a g o
H i l d a g o
H i l d a g o
H i l d a g o
H i l d a g o
H i l d a g o
H i l d a g o
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H i l d a g o
St a r r
St a n -
B r o w n s v i l l e
B r o w n s v i l l e
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H a r l i n g e n
H a r l i n g e n
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M e r c e d e s
W e s l a c o
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H i d a l g o
Ph a r r
Sa n J u a n
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D o r m a
M c A l l e n
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M c A l l e n
M c A l l e n
R i o G r a n d e C i t y
R i o G r a n d e C i t y
So u t h P l a n t
R o b i n d a l e w a s t e
w a t e r
P l a n t
P l a n t
S o u t h T r e a tm e n t
S o u t h T r e a tm e n t
P l a n t
P l a n t
T a b l e 3 . 2 H a i t i : D e s c r i p t i o n o f S t r e a m W a t e r S a m p l i n g Si t e s
S a m p l i n g D a t e P r o v i n c e C i t y P l a c e
J u l y + N o v 2 0 0 1
Ju l y + N o v 2 0 0 1
Ju l y + N o v 2 0 0 1
Ju l y + N o v 2 0 0 1
Ju l y + N o v 2 0 0 1
Ju l y + N o v 2 0 0 1
J u l y + N o v 2 0 0 1
Ju l y + N o v 2 0 0 1
D e lm a s
D e lm a s
D e lm a s
P e t i o n v i l l e
P o r t - a u -
Pr i n c e
P o r t - a u -
Pr i n c e
C a r r e f o u r
C a r r e f o u r
C i t e So l e i l
C i t e So l e i l
D e lm a s 2
Jo b e l
C a p o i s
C a p o i s
F o n t a m a r r a
3 1
P e t i t Sa l i n e
V i l l a g e D e m o c r a t i c
O r p h e l i n a D e s s a l i n e s
O r p h e l i n a D e l m a s
J o b e l
B o i s t i e i m e a C a p o i s
B o i s t i e i m e a l e r e A v e
G r a n d e So rm e t t e a
C a r r e f o u r
P e t i t Sa l i n e a C a r r e f o u r
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T a b l e 3 . 3 E c u a d o r : D e s c r i p t i o n o f S e w a g e a n d W a t e r S a m p l i n g S i t e s
Sa m p l i n g D a t e P r o v i n c e C i t y P l a c e O r i g i n
M a y 2 0 0 1 C o t o p a x i L a t a c u n g a P o u l t i e r s e w a g e
M a y 2 0 0 1 C o t o p a x i L a t a c u n g a L a C o c h a s e w a g e
M a y 2 0 0 1 C o t o p a x i L a t a c u n g a L a E s t a c i o n s e w a g e
M a y 2 0 0 1 B o l i v a r G u a r a n d a M i n i s t e r i o A g r i c u l t u r a s e w a g e
M a y 2 0 0 1 B o l i v a r G u a r a n d a P u e n t e G u a r a n d a 1 s t r e a m w a t e r
M a y 2 0 0 1 B o l i v a r G u a r a n d a P u e n t e G u a r a n d a 2 s t r e am w a t e r
M a y 2 0 0 1 L o j a L o j a V i r g e n P a m b a s t r e am w a t e r
M a y 2 0 0 1 M a n ab i P o r t o v i e j o P l a n t a d e o x i d a c i o n P o r t o v i e j o s e w a g e
N o r e s t e d e l a c i u d a d
M a y 2 0 0 1 M a n a b i P o r t o v i e j o P o r t o v i ej o s e w a g e
M a y 2 0 0 1 M a n a b i M a n t a L o s G a v i l a n e s s e w a g e
M a y 2 0 0 1 M a n a b i M a n t a M i r a f l o r e s s e w a g e
J u n e 2 0 0 1 E sm e r a l d a s E sm e r a l d a s L a B a r r a c a s e w a g e
J xm e 2 0 0 1 E sm e r a l d a s E sm e r a l d a s I s l a P i e d a d s t r e a m w a t e r
J u n e 2 0 0 1 N a p o T e n a B a r r i o P a u s h i y a c u s t r e am w a t e r
T a b l e 3 . 4 P r im e r s f o r V i r u s A m p l i fi c a t i o n b y R T - P C R
P r im e r
N a m e N u c l e o t i de Se q u e n c e R e f e r e n c e
T a r g e t
Y 7b
Q 8b
V P 1R 5 65
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'
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5
• - C C T C C G G C C C C T G A A T G - 3 '
S h u l m a n e t a l
,
2 0 0 0
S h u l m a n e t a l
,
2 0 0 0
t h i s s t u d y
S c hw a b e f a / . , 19 96
S c hw a b e f a / . , 19 96
V P l r e g i o n ( f o r w a r d )
V P l r e g i o n (r e v e r s e )
V P l r e g i o n (r e v e r s e )
5
'
U T R (r e v e r s e )
5
'
U T R (f o r w a r d )
T h e t a r g e t r e g i o n s f o r t h e p r im e r s a r e c o n s e r v e d a m o n g s t a l l t hr e e s e r o t yp e s
Pri m e r s g e n e r a l ly d o n o t e x c e e d 22 n u c l e o t i d e s s o t h e y c a n t a r g e t t h e v a ri a n t s o f
l i k e
,
v d P V
,
w i l d ) .
o f p o l i o v i r u s ,
p o l i o v ir u s (O PV -
3 3
C H A P T E R 4
R E S U L T S
4 . 1 V i r u s I s o l a t i o n
E n v i r o n m e n t a l s a m p l e s fr o m T e x a s c o n s i s t i n g o f s e w a g e w er e c o l l e c t e d n e a r
m u n i c i p a l s e w a g e t r e a tm e n t f a c i l i t i e s a l o n g t h e R i o G r a n d e R i v e r . E i gh t e e n (9 0% ) o f t h e 2 0
e n v i r o n m e n t a l s a m p l e s d e m o n s t r a t e d C P E o n R h a b d o m y o s a r c o m a (R D ) c e l l s b u t s h o w e d n o
e v i d e n c e o f p o l i o v i r u s p r e s e n c e b a s e d o n p o l i o - s p e c i f i c R T - P C R a n d im m u n o l o g i c a l
m e th o d s i n w h i c h th e s e v i r u s e s w e r e t e s t e d f o r n e u t r a l i z a t i o n b y p o l i o v i r u s a n t i s e r a (T a b l e
4 . 1) .
S i x t e e n H a i t i a n s a m p l e s w e r e c o l l e c t e d a n d a n a l y z e d b y c e l l c u l t u r e o n R D a n d L 2 0 B
c e l l s . A l l s i x t e e n ( 10 0% ) s a m p l e s d e m o n s t r a t e d CP E o n RD c e l l s . S a m p l e s fr o m e i g h t s i t e s
(5 0 % ) d e m o n s t r a t e d CP E o n L 2 0B c e l l s a t 3 7 ° C (T a b l e 4 . 2 ) . Sa m p l e s s h o w i n g CP E o n
L 2 0 B c e l l s w e r e s c r e e n e d u s i n g th e C D C R T - P C R d i a g n o s t i c k i t a n d p a n - p o h o v i r u s s p e c i fi c
p r im e r s . O f t h e s e e i g h t s a m p l e s , s i x w e r e p o s i t i v e f o r p o l i o v i r u s (T a b l e 4 . 3 ). Sa m p l e s fr o m
a l l s i x s i t e s t e s t e d p o s i t i v e f o r p o l i o v i r u s t y p e 2 . S am p l e s fr o m t h r e e o f t h o s e l o c a t i o n s w e r e
a l s o p o s i t i v e f o r p o l i o v i r u s t y p e 3 a n d o n e w a s p o s i t i v e f o r p o l i o v i r u s t y p e 1 .
A t o t a l o f 1 3 (9 3 % ) o f t h e 1 4 e n v i r o n m e n t a l s a m p l e s c o l l e c t e d i n E c u a d o r
d e m o n s t r a t e d C P E o n R D c e l l s a n d s i x (4 3% ) o f 14 d e m o n s t r a t e d C P E o n L 2 0 B c e l l s a t
37 ° C (T a b l e 4 . 5 ) . P o l i o v i r u s a n t i s e r u m c o n f i r m e d th e p r e s e n c e o r a b s e n c e o f p o l i o v im s i n
s a m p l e s . A l l i s o l a t e s fr o m t h e s i x s i t e s t h a t w e r e p o s i t i v e o n L 2 0B c e l l s w e r e s c r e e n e d w i th
th e C D C P o l i o v i r u s R T - P CR k i t a n d s h o w e d m a n y m i x e d p o l i o v i r u s i n f e c t i o n s (T a b l e 4 . 6) .
4 . 2 h i fr a t v p i c D i f f e r e n t i a t i o n (I T D )
h i t r a t y p i c d i f f e r e n t i a t i o n a s s a y s a r e u s e d t o i n v e s t i g a t e t h e w i l d o r v a c c i n e o r i g i n o f
p o l i o v i r u s fi e l d i s o l a t e s a n d i s t h e n e x t s t e p i n c h a r a c t e r i z i n g p o l i o v i r u s . M e t h o d s f o r t h i s
s t u d y i n c l u d e i n c u b a t i o n a t e l e v a t e d t e m p e r a t u r e , u s e s o f Sa b i n - n e u t r a l i z i n g MA b s , a n d V P l
(c a p s i d r e g i o n ) s e q u e n c e a n a l y s i s . T h i s m e th o d o l o g y w a s n o t a p p l i e d t o t h e T e x a s s am p l e s
a s t h e r e w a s n o e v i d e n c e o f p o l i o v i r u s p r e s e n c e .
4
. 2 . 1 G r o w th a t E l e v a t e d T e m p e r a t u r e
G r o w th a t e l e v a t e d t e m p e r a t u r e i s a p r o p e r t y a s s o c i a t e d w i t h n e u r o v i r u l e n c e (N a k a n o
e t a l .
,
19 7 8 ) a n d i t h a s b e e n s u g g e s t e d th a t a l l p o l i o v i r u s e s a b l e t o p r o p a g a t e a t e l e v a t e d
t e m p e r a t u r e , r e g a r d l e s s o f l o g d i f f e r e n c e i n t i t e r w h e n c o m p a r e d t o g r o w t h a t 3 7
° C
,
n e e d
fu r t h e r g e n e t i c a n a l y s i s (V i n j e , m a n u s c r i p t i n p r e p a r a t i o n ) . A l l p o l i o v i r u s s t r a i n s w e r e
s c r e e n e d fo r t h i s p r o p e r t y b y p a s s i n g a l l p o l i o v i r u s e s t h e m o n L 2 0 B c e l l s a n d i n c u b a t i n g a t
4 0 ° C . N o n e o f p o l i o v i r u s i s o l a t e s fr o m t h e H a i t i a n s a m p l e s w e r e a b l e t o p r o p a g a t e a t 4 0
° C .
H o w e v e r
,
a l l e i g h t o f t h e E c u a d o r i a n i s o l a t e s w e r e a b l e t o g r o w a t b o t h 3 6 . 5
° C a s w e l l a s
4 0 ° C (T a b l e 4 . 5 ) , i n d i c a t i n g t h a t t h e y c o n t a in t h i s p r o p e r t y a s s o c i a t e d w i t h n e u r o v i r u l e n c e .
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4 . 2 . 2 Sa b i n - n e u t r a l i z i n g M o n o c l o n a l A n t i b o d i e s (M A b s )
T h e H a i t i L 2 0B - p o s i t i v e s a m p l e s w e r e s c r e e n e d w i t h S a b i n - n e u t r a l i z i n g MA b a n d
t w o i s o l a t e s (U N C ID l A a n d 2 A ) s h o w e d CP E (T a b l e 4 . 3) . G r o w th i n t h e p r e s e n c e o f
S a b i n - n e u t r a l i z i n g M A b s i g n i f i e s t h a t t h e v ir u s e s w e r e n o t n e u t r a l i z e d b y th e a n t i b o d i e s t h a t
s p e c i f i c a l l y t a r g e t t h e e p i t o p e s o f t h e v a c c i n e v i r u s e s , w h i c h a r e i n t h e c a p s i d r e g i o n .
G e n e r a l l y , gr o w th i n t h e p r e s e n c e o f t h e s e v a c c i n e - n e u t r a l i z i n g a n t i b o d i e s i n d i c a t e s t h a t
t h e s e v i r u s e s a r e e i t h e r n o t v a c c i n e o r v a c c i n e - d e r i v e d w i t h a m u t a t i o n a t t h e e p i t o p e
r e c o g n i z e d b y th e m o n o c l o n a l a n t i b o d y . R T - P CR o f t h e s e t w o s a m p l e s d e t e c t e d t h a t b o t h
w e r e s e r o t y p e 2 (T a b l e 4 . 3 ) .
A l l s i x o f t h e E c u a d o r L 2 0 B - p o s i t i v e i s o l a t e s w e r e s c r e e n e d a n d a l l s h o w e d C PE
w h e n g r o w n i n t h e p r e s e n c e o f S a b i n - n e u t r a l i z i n g M A b s . T h e r e f o r e , t h e y w e r e n o t
n e u t r a l i z e d a n d b e c a u s e t h e y w e r e n o t n e u t r a l i z e d th e y m a y b e n o n - Sa b i n p o l i o v i r u s e s . R T -
P C R o f t h e c e l l l y s a t e s fr o m th e MA b a s s a y d e t e c t e d fi v e s e r o t y p e 2 p o h o v i r u s e s a n d o n e
s e r o t y p e 3 p o l i o v i r u s (T a b l e 4 . 5 ) .
4
. 2 . 3 N u c l e o t i d e S e q u e n c e A n a l y s i s o f V P l r e gi o n
T h e n u c l e o t i d e s e q u e n c e o f t h e V P l c a p s i d p r o t e i n s e q u e n c e w a s a n a l y z e d fo r
s e l e c t e d s t r a i n s o f v i r u s i s o l a t e s . T h e s e i s o l a t e s i n c l u d e
,
b u t a r e n o t l im i t e d t o , t h o s e a b l e t o
p r o p a g a t e i n t h e p r e s e n c e o f M A b a n d a t e l e v a t e d t e m p e r a t u r e . R e p r e s e n t a t i v e s t r a i n s t h at
d i d n o t d e m o n s t r a t e t h o s e p r o p e r t i e s w e r e s e q u e n c e d fo r c o m p a r i s o n p u r p o s e s . T h e a n a l y s i s
i n c l u d e d c a l c u l a t i n g t h e p e r c e n t d e v i a t i o n fr o m r e f e r e n c e v a c c i n e s t r a i n s a n d n o t i n g t h e
p r e s e n c e o r a b s e n c e o f s u b s t i t u t i o n a t a m i n o a c i d 14 3 i n t h e V P l o f t h e s e r o t yp e 2 , c o m p a r e d
t o t h e r e f e r e n c e s t r a i n s . T h e fr i l l V P l s e q u e n c e a n a l y s i s i s a p p r o x im a t e l y 9 0 0 n u c l e o t i d e s ,
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d e p e n d i n g o n s e r o t y p e , a n d t h e p a r t i a l s e q u e n c e a n a ly s i s i s 5 5 0 n u c l e o t i d e s , r e g a r d l e s s o f
s e r o t y p e . T h e p a r t i a l V P l o f t h e tw o H a i t i a n i s o l a t e s (1A a n d 2 A ) a b l e t o g r o w i n M A b
s h o w e d a 0 . 2 % d i f f e r e n c e i n t h e V P l r e g i o n s e q u e n c e s (b a s e d o n 5 5 0 n u c l e o t i d e s ) a n d a
th r e o n i n e (T h r ) a t a m i n o a c i d 14 3 , t h i s a m i n o a c i d i n t h e v a c c i n e s t r a i n i s a n i s o l e u c i n e .
F i v e s e r o t y p e 2 E c u a d o r i a n i s o l a t e s (L A T 3 , M A N l , M A N 3 , M A N 4 , a n d L O J l ) a b l e
t o g r o w i n t h e M A b d i f f e r e d fr o m th e v a c c i n e s t r a i n i n t h e V P l b y 0 . 1 1 t o 0 . 5 5% , b a s e d o n
9 0 3 n u c l e o t i d e s (T a b l e 4 . 5 ) . O f t h e s e f i v e , f o u r s t r a i n s s h o w e d a m u t a t i o n a t a m i n o a c i d 14 3
t o T h r a n d o n e s h o w e d a m u t a t i o n t o a s p a r a g i n e (A s n ) (T a b l e 4 . 5) .
4 . 3 M a r k e r s o f N e u r o v i r u l e n c e a n d N e u r o v i r u l e n c e
N e u r o v i r u l e n c e o f p o Ho v i r u s fi e l d i s o l a t e s w a s i n v e s t i g a t e d b y s e q u e n c in g r e g i o n s o f
t h e ge n o m e t h a t h a v e b e e n s h o w n t o b e a s s o c i a t e d w i t h n e u r o v i r u l e n c e (i . e . , c e r t a i n
m u t a t i o n s i n 5 ' - U T R ), d e g r e e o r p e r c e n t s e q u e n c e i d e n t i t y o f t h e V P l r e gi o n c o m p a r e d t o
Sa b i n v i r u s e s , a n d m o u s e v i r u l e n c e t e s t i n g . F a c t o r s a s s o c i a t e d w i t h n e u r o v i r u l e n c e i n c l u d e
p e r c e n t d e v i a t i o n o f t h e V P l fr o m i t s r e f e r e n c e v a c c i n e s t r a i n a n d p a r t i c u l a r m u t a t i o n s i n t h e
V P l (s e e a b o v e ) . C e r t a i n m u t a t i o n s w i t h i n t h e 5
'
U T R h a v e a l s o b e e n a s s o c i a t e d w i th
n e u r o v i r u l e n c e . T h e i s o l a t e s t h a t p r o p a g a t e d i n t h e p r e s e n c e o f t h e M A b w e r e e x a m i n e d fo r
t h e s e 5
'
U T R m u t a t i o n s . T h e t w o H a i t i a n s e r o t y p e 2 i s o l a t e s (U N C l A a n d 2A ) s h o w e d a
r e v e r s i o n fr o m a d e n i n e (A ) t o g u a n i n e (G ) a t p o s i t i o n 4 8 1 (T a b l e 4 . 3 ) . T h e s i x E c u a d o r i a n
s e r o t yp e 2 i s o l a t e s a l s o s h o w e d th i s r e v e r s i o n t o G a t p o s i t i o n 4 8 1 (T a b l e 4 . 5) . T h e o n e
E c u a d o r i a n s e r o t y p e 3 i s o l a t e s h o w e d th e r e v e r s i o n fr o m th y m i n e (T ) t o c y t o s i n e (C ) (T a b l e
4
. 5 ). T w o b a c k gr o u n d s e r o t yp e 2 s t r a i n s i n c l u d i n g a S a b i n 2 c o n fr o l a l s o s h o w e d th e
r e v e r s i o n t o G a t p o s i t i o n 4 8 1 (d a t a n o t s h o w n ) .
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B a s e d o n V P l s e q u e n c e d i f f er e n c e s , fo u r r e p r e s e n t a t i v e s e r o t y p e 2 s t r a i n s fr o m
E c u a d o r w e r e s e l e c t e d f o r n e u r o v i r u l e n c e t e s t i n g i n P V R - T gB x m i c e . A l l s t r a i n s t e s t e d
n e u r o v i r u l e n t b a s e d o n c l i n i c a l r e s p o n s e s i n i n f e c t e d m i c e (T a b l e 4 . 6) . C o n t r o l s i n c l u d e d
S a b i n 2 a s a n e g a t i v e c o n t r o l a n d i s o l a t e s 1 17 a n d 6 7 3 5 a s p o s i t i v e c o n t r o l s . I s o l a t e 1 17 i s
fr o m a v a c c i n e a s s o c i a t e p a r a l y t i c p o l i o m y e l i t i s a n d h a s b e e n s h o w n t o b e v i r u l e n t i n
m o n k e y s . St r a i n 6 7 3 5 i s a v a c c i n e - d e r i v e d v i r u s i s o l a t e d fr o m a l o n g - t e r m im m i m o d e fi c i e n t
e x c r e t o r . T h i s s t r a i n h a s 4 . 2 % n u c l e o t i d e d i f f e r e n c e w i t h S a b i n t y p e 2 i n t h e V P l a n d i s a l s o
v i r u l e n t i n m o n k e y s .
4 . 4 Su m m a r y
T h e T e x a s s a m p l e s c o n t a i n e d a h i gh p r e v a l e n c e (9 5%) o f e n t e r o v i r u s e s b u t n o
p o l i o v i r u s e s w e r e d e t e c t e d i n t h e s e s a m p l e s . T h e e n v i r o n m e n t a l s a m p l e s fr o m H a i t i
c o n t a i n e d e n t e r o v i r u s e s (1 0 0%) a n d p o l i o v i r u s e s (5 0% ). T w o o f t h e i s o l a t e s w e r e a b l e t o
p r o p a g a t e i n S a b i n - n e u t r a l i z i n g m o n o c l o n a l a n t i b o d i e s w h i c h w a r r a n t e d f i i r t h e r g e n e t i c
a n a l y s i s . G e n e t i c a n a l y s i s o f t h e s e s a m p l e s s h o w e d sp e c i fi c m ar k e r s t h a t h a v e b e e n
a s s o c i a t e d w i t h n e u r o v i r u l e n c e b o t h i n t h e 5 ' U T R a n d w i th i n t h e V P l r e g i o n . E n t e r o v i r u s e s
a n d p o l i o v i r u s e s w e r e d e t e c t e d i n t h e E c u a d o r i a n s a m p l e s a t a p r e v a l e n c e o f 9 3% a n d 4 3% ,
r e s p e c t i v e l y . T h e d e t e c t e d s e r o t y p e 2 p o l i o v i r u s e s d em o n s t r a t e d p h e n o t y p i c a n d g e n o t y p i c
m a r k e r s (g r o w th a t e l e v a t e d t e m p e r a t u r e , m u t a t i o n s i n t h e 5
'
U T R a n d i n t h e V P l ) th a t h a v e
b e e n a s s o c i a t e d w i th n e u r o v i r u l e n c e . B a s e d o n n e u r o v i r u l e n c e t e s t i n g i n t r a n sg e n i c m i c e , i t
w a s c o n c l u d e d th a t t h e s e s e r o t yp e 2 i s o l a t e s w e r e n e u r o v i r u l e n t .
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T a b l e 4 . 1 C e l l C u l t u r e I s o l a t i o n o f V i r u s e s fr o m T e x a s S a m p l e s
_ _ _ _ _
t ri v a l e n t p o l i o
U N C I D R D @ 3 7
° C L 2 0B @ 3 7
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T a b l e 4 . 3 I d e n t i f i c a t i o n a n d M o l e c u l a r G e n e t i c A n a l y s i s o f P o l i o v i r u s e s i n H a i t i a n S a m p l e s
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T a b l e 4 . 6 Id e n t i f i c a t i o n a n d M o l e c u l a r G e n e t i c A n a l y s i s o f P o l i o v im s I s o l a t e s fr o m E c u a d o r
V P l A n a l y s i s o f M A b
5 'U T R g r o w e r s
R T - P CR s e qu e n c e %
o f M A b a n a l y s i s o f A m i n o A c i d d i f f e r e n c e
p l a t e M A b p l a t e 14 3 fr o m S ab i n
'
U N C ID
R T - P C R o f C P E (+ )
L 2 0B f l a s k s
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C H A P T E R 5
D I S C U S SI O N
5 . 1 O v e r v i e w
P o l i o m y e l i t i s i s n e a ri n g e r a d i c a t i o n . A c u t e fl a c c i d p a r a l y s i s (A F P ) s u r v e i l l a n c e h a s
b e e n k e y f o r s u c c e s s fu l e r a d i c a t i o n e f f o r t s . I t h a s b e e n t h e b a s i s f o r d e t e r m i n i n g i f
n e u r o v i r u l e n t p o U o v i r u s e s a r e s t i l l p r e s e n t i n a n im m u n i z e d p o p u l a t i o n b y o b s e r v i n g f o r a n d
c h a r a c t e r i z i n g c a s e s o f p a r a l y t i c d i s e a s e . T h e H i s p a n i o l a o u t b r e a k d e m o n s t r a t e d th a t
p o l i o v i r u s c a n s i l e n t l y c i r c u l a t e i n a c o m m u n i t y u p t o t w o y e a r s b e f o r e p a r a l y t i c c a s e s o f
p o l i o m y e l i t i s e m e r g e (K ew e t a l . , 2 0 02 ) . M o n i t o r i n g p o l i o m y e l i t i s b y A F P i s c a s e - d i r e c t e d
s u r v e i l l a n c e a n d d ep e n d s o n t h e e x p r e s s i o n o f n e u r o v i r u l e n c e i n h u m a n s . I n c o n t r a s t ,
e n v i r o n m e n t a l s u r v e i l l a n c e i s v i r u s - t a r g e t e d (H o v i , 2 0 0 1) a n d c a n p o s s i b l y d e t e c t
n e u r o v i r u l e n t p o U o v i r u s e s b e f o r e c a s e s o f A F P a n d o u t b r e a k s d u e t o v a c c i n e - d e r i v e d
n e u r o v i r u l e n t p o U o v i r u s e s o c c u r (V i n j e e t a l . , m a n u s c r i p t i n p r e p a r a t i o n ; D i v i z i a e t a l ,
19 9 9 ) .
E n v i r o n m e n t a l s a m p l i n g c a n b e m o r e s e n s i t i v e t h a n A FP s u r v e i l l a n c e (H o v i e t a l . ,
2 0 0 1 , R a n t a e t a l . , 2 0 0 1; T am b i n i e t a l . , 1 9 9 3) a n d r e fl e c t s t h e s t r a i n s o f p o l i o v i r u s b e i n g
e x c r e t e d b y t h e c o m m u n i t y (T a m b i n i e t a l , 1 9 9 3 ; V i n j e e t a l , m a n u s c r i p t i n p r e p a r a t i o n ) .
T h e im p r o v e d s e n s i t i v i t y o f e n v i r o n m e n t a l s u r v e i l l a n c e i s d u e i n p a r t t o , d i f f e r e n c e s i n t h e
r a t i o s o f p a r a l y t i c t o n o n - p a r a l y t i c i n f e c t i o n s i n p a r t i a l l y im m u n i z e d p o p u l a t i o n s (> 1: 10 0 0 )
c o m p a r e d t o n o n - im m u n i z e d p o p u l a t i o n s (a b o u t ( 1 : 10 0 ), t h e d e c r e a s i n g o c c u r r e n c e o f A F P
c a s e s w o r l d w i d e , a n d u n d e r r e p o r t i n g . T h e p a r a l y t i c c a s e t o i n f e c t i o n r a t i o o f p o l i o m y e l i t i s i s
1 : 1 0 0 a n d
,
d e p e n d i n g o n t h e v i r u s s e r o t y p e a n d l e v e l s o f im m u n i z a t i o n , m a y b e a s l o w a s
1: 10 0 0 . T h e r e f o r e , m an y p o l i o v i r u s i n f e c t i o n s m a y e x i s t b e f o r e A F P s u r v e i l l a n c e d e t e c t s
p a r a l y t i c (n e u r o v i r u l e n t ) p o l i o v i r u s b a s e d o n t h e a p p e a r a n c e o f A F P c a s e s (H o v i , 2 0 0 1) .
F u r t h e r m o r e , t h e d e t e c t i o n o f a n e u r o v i r u l e n t p o l i o v i r u s s t r a i n i n t h e e n v i r o n m e n t m a y h e l p
p r e v e n t c a s e s o f p o l i o m y e l i t i s b y m a k i n g i t p o s s i b l e t o im m e d i a t e l y im p l e m e n t im p r o v e d ,
im m e d i a t e v a c c i n a t i o n s t r a t e g i e s .
P o l i o v i r u s t h a t w a s s p i k e d i n a n u p s t r e a m l o c a t i o n o f a s e w a g e n e tw o r k c o u l d b e
d e t e c t e d i n a 4 0 0 m L s e w a g e s a m p l e t h a t w a s c o l l e c t e d a t a d o w n s t r e a m l o c a t i o n . B a s e d o n
t hi s s t u d y i t w a s d e m o n s t r a t e d t h a t e n v i r o n m e n t a l s u r v e i l l a n c e i s a b l e t o d e t e c t p o l i o v i r u s .
T h i s i n v e s t i g a t o r e s t i m a t e d th a t i n a p o p u l a t i o n o f 7 0 0 , 0 0 0 p e o p l e p o h o v i r u s c o u l d b e
d e t e c t e d i f 1 o u t o f 1 0 , 0 0 0 p e o p l e w e r e e x c r e t i n g t h e v i r u s (H o v i e t a l . , 2 0 0 1) . A d d i t i o n a l l y ,
a s im u l a t i o n m o d e l w a s d e s i gn e d a s s u m i n g
" fu l l y fu n c t i o n i n g s e w a g e n e t w o r k s
" b a s e d u p o n
t h e t o t a l v o l u m e o f t h e s e w a g e n e tw o r k a n d l o s s e s o f v i r u s e s t o h e l p d e s c r i b e t h e e f fi c i e n c y
o f e n v i r o n m e n t a l s u r v e i l l a n c e (R a n t a e t a l , 2 0 0 1) . T h i s s t u d y a s s u m e s a c a s e - t o - i n f e c t i o n
r a t i o a n d a h i gh e n v i r o n m e n t a l s a m p l i n g fr e q u e n c y . B o t h s t u d i e s c o n c l u d e d th a t
e n v i r o n m e n t a l s u r v e i l l a n c e c o u l d b e m o r e s e n s i t i v e t h a n A F P s u r v e i l l a n c e . H o w e v e r ,
e x t r a p o l a t i n g th i s i n f o r m a t i o n t o a r e a s t h a t d o n o t h a v e s e w a g e n e tw o r k s h a s n o t b e e n d o n e .
T h e r e f o r e
,
t h e s e n s i t i v i t y o f d e t e c t i n g p o l i o v i r u s e s i n o t h e r e n v i r o n m e n t a l s am p l e s fr o m n o n -
s e w e r e d c o m m u n i t i e s r e m a i n s u n c e r t a i n . O b t a i n i n g r e p r e s e n t a t i v e s a m p l e s o f a n o n - s e w e r e d
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c o m m u n i t y
'
s f e c a l w a s t e s w o u l d r e q u i r e a d i f f e r e n t s a m p l i n g s t r a t e g y b e c a u s e w a s t e s a r e n o t
c o m b i n e d i n t o a s i n g l e fl o w a s i n a s e w e r e d c o m m u n i t y .
I n a d d i t i o n t o t h e e f f e c t s o f v i r u s fr e q u e n c y i n t h e p o p u l a t i o n o n e n v i r o n m e n t a l
s u r v e i l l a n c e , t h e e f fi c a c y o f t h e v i r u s r e c o v e r y m e t h o d i s a l s o a n im p o r t a n t f a c t o r . T h e v i r u s
c o n c e n t r a t i o n p r o t o c o l u s e d i n o u r s t u d i e s p r o v e d t o b e v e r y e f f e c t i v e i n c o n c e n t r a t i n g
e n t e r o v i r u s e s , i n c l u d i n g p o l i o v i r u s e s fr o m t h e e n v i r o n m e n t , a s 9 4 % o f a l l t h e s am p l e s
s h o w e d C PE o n R D c e l l s . T h i s h i g h fr e q u e n c y o f e n t e r o v i r u s p o s i t i v i t y i s a n i n d i c a t o r t h a t
t h e s a m p l e s w e r e e f fi c i e n t l y p r o c e s s e d fo r v i r u s r e c o v e r y a n d i t i s a q u a l i t y c o n fr o l i n d i c a t o r
f o r b o t h g o o d s a m p l i n g a n d c o n c e n fr a t i o n m e th o d s . C e l l c u l t u r e i s a n e f f e c t i v e m e a n s t o
o v e r c o m e R T - P C R i n h i b i t o r s
,
a s t h e i n o c u l i m i i s r e m o v e d a ft e r o n e o r tw o h o u r s o f v i r u s
a d s o r p t i o n t o t h e c e l l s . H o w e v e r , w h e n t h e i n o c u l u m i s t o x i c , t h e c e l l s w i l l d i e a n d v i r u s
c a n n o t g r o w . T h i s d o e s n o t s e e m t o b e a p r o b l e m u n l e s s t h e t o x i c i t y m a n i f e s t s s o q u i c k l y
t h a t v i r u s e s d o n o t r e p l i c a t e . A s t h e v i r u s r e p l i c a t e s i n c e l l c u l t u r e t h e r e i s v e r y l i t t l e r i s k f o r
t o x i c i t y p r e v e n t i n g v i r u s d e t e c t i o n ; an d th e r e fo r e , c e l l c u l t u r e h a s t h e a d v a n t a g e o f d e t e c t i n g
i n f e c t i o u s v i r u s a n d o v e r c o m i n g (R T )- P CR i n h i b i t o r s .
h i o u r s t u d i e s
,
w e a n a l y z e d a n e q u i v a l e n t o f 2 5 0 m L o f t h e o r i g i n a l w a t e r o r s e w a g e .
B e c a u s e t h e m e th o d s u s e d f o r c o n c e n t r a t i o n a n d e x t r a c t i o n w i l l r e s u l t i n s o m e v i r u s l o s s
(Sh i e h e t a l , 19 9 7 ) th e r e m a i n i n g c o n c e n fr a t e w a s a r c h i v e d f o r f u t u r e s t u d i e s . T h i s w o u l d
h a v e b e e n m o r e im p o r t a n t i f s am p l e s w e r e n e g a t i v e f o r v i r u s e s a n d e s p e c i a l l y p o l i o v i r u s e s .
B e c a u s e t h e m a j o ri t y o f s a m p l e s w e r e v i r u s - p o s i t i v e u p o n i n i t i a l a n a l y s i s o f t h e 2 50 mL
v o l i m i e
,
i t w a s n o t n e c e s s a r y t o r e s o r t t o f u r t h e r a n a l y s i s o f t h e a r c h i v e s am p l e p o r t i o n s i n
t hi s s t u d y .
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5 . 2 Sa mp l i n g
T h e p r e v a l e n c e o f e n t e r o v i r u s e s i n t h e 2 5 0 m L v o l u m e s o f w a t e r o r s e w a g e a n a l y z e d ,
a s i n d i c a t e d b y v i r u s g r o w t h o n R D c e l l s a n d c o n fi r m e d b y R T - PC R , w a s 10 0% , 9 0% , a n d
9 2 . 8% f o r t h e s a m p l e s fr o m H a i t i , T e x a s , a n d E c u a d o r , r e s p e c t i v e l y . T h i s s h o w s th a t t h e
s e l e c t i o n o f t h e s i t e s w i t h i n e a c h c o u n t r y w a s e f f e c t i v e a s e n t e r o v i r u s e s w e r e p r e v a l en t a n d
t h e h a n d l i n g a n d s h i p m e n t d i d n o t a p p r e c i a b l y d e gr a d e a l l o f t h e v i r u s e s . T h e p r e s en c e o f
e n t e r o v i r u s e s f o u n d i n t h e m o s t o f t h e s a m p l e s a l s o s e r v e s a s a q u a l i t y c o n t r o l f o r t h e
a d e q u a t e s e l e c t i o n , h a n d l i n g a n d s h i p m e n t o f t h e s am p l e s . I f t h e r e h a d n o t b e e n c u l t i v a b l e
e n t e r o v i r u s e s
,
t h e n a r e a s s a m p l e d m a y h a v e b e e n t o o c l e a n fo r t h e d e t e c t i o n o f p o l i o v i r u s , i t
a l s o w o u l d b e s u s p e c t e d th a t t h e v i r u s e s h a d d e g r a d e d d u e t o p o o r s a m p l e h a n d l i n g a n d
s h i p p i n g c o n d i t i o n s , o r t h a t s a m p l i n g w a s n o t r e p r e s e n t a t i v e o f t h e c o mm u n i t y
'
s f e c a l w a s t e s .
5 . 3 C e l l C u l t u r e
T h e P E G c o n c e n fr a t e s w e r e i n i t i a l l y i n o c u l a t e d o n R D c e l l s , w e l l d e fi n e d f o r i s o l a t i o n
o f e n t e r o v i r u s e s i n c l u d i n g p o l i o v i r u s e s , a n d th e n s u b s e q u e n t l y p a s s e d o n L 2 0 B c e l l s , w h i c h
a r e m o r e s p e c i fi c f o r t h e g r o w th o f p o l i o v i r u s e s a n d h a v e b e e n s h o w n t o b e s u p e r i o r f o r
i s o l a t i n g p o l i o v i r u s e s fr o m w a t e r e n v i r o n m e n t s c o m p a r e d t o B G M , P L C , a n d P V K c e l l l i n e s
(G r a b o w e t a l , 1 9 9 9 ) . H o w e v e r , s e v e r a l o t h e r e n t e r o v i r u s e s a r e a b l e t o p r o p a g a t e o n L 2 0 B
c e l l s , i n c l u d i n g C o x s a c k i e A v i r u s e s (N a d k a m i a n d D e s h p a n d e , 2 0 0 3 ) . N e a r l y a l l L 2 0 B -
p o s i t i v e c e l l l y s a t e s w e r e c o n f i r m e d a s p o l i o v i r u s e s w i t h R T - P CR a n d b y n e u t r a U z a t i o n w i t h
p o o l e d a n t i s e r u m . T h e e x c e p t i o n s w e r e tw o H a i t i a n s a m p l e s . A d d i t i o n a l l y , a l l R D p o s i t i v e
a n d L 2 0 B n e g a t i v e s a m p l e s w e r e c o n fi r m e d n e g a t i v e f o r p o l i o v i r u s b y n e u t r a l i z a t i o n .
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5 . 4 T e x a s
T e x a s h a s b e e n c h a n g i n g i t s p o U o v i r u s v a c c i n e fr o m O P V t o I P V s i n c e J a n u a r y 2 0 0 1
(G a r y , 2 0 0 2 ) . T h e r e f o r e , i t w a s h y p o th e s i z e d th a t a n y f i n d i n g o f i n f e c t i o u s p o Ho v i r u s i n t h e
s e w a g e e n v i r o n m e n t w o u l d r e fl e c t e i t h e r t h e p r e s e n c e o f l o n g - t e r m p o l i o v i r u s e x c r e t o r (s ) o r
im p o r t a t i o n fr o m a n o u t s i d e c o u n t r y (i . e . M e x i c o ) . T e x a s h a s b e e n r a n k e d l o w e r t h a n t h e
n a t i o n a l a v e r a g e f o r v a c c i n e c o v e r a g e (TD H , 2 0 0 3), m a k i n g th e c i r c u l a t i o n o f i n f e c t i o u s
p o l i o v i r u s p o t e n t i a l l y d a n g e r o u s t o i n d i v i d u a l s n o t f u l l y im m u n i z e d . N o i n f e c t i o u s
p o l i o v i r u s w a s d e t e c t e d i n e n v i r o n m e n t a l s a m p l e s o b t a i n e d fr o m T e x a s a s i n d i c a t e d b y c e l l
c u l t u r e
,
w i t h n o g r o w t h o n L 2 0B c e l l s , a n d c o n f i r m e d b y p o l i o v i r u s - s p e c i f i c R T - P CR a n d
l a c k o f n e u t r a l i z a t i o n b y p o o l e d p o l i o v i r u s a n t i s e r u m . T h e s a m p l e s w e r e c o l l e c t e d n e a r
s e w a g e t r e a tm e n t p l a n t s a l o n g th e R i o G r a n d e R i v e r , w h i c h i s t h e b o r d e r r i v e r w i t h M e x i c o .
F u t u r e i n v e s t i g a t i o n o f s a m p l e s fr o m m u n i c i p a l i t i e s o n t h e M e x i c a n s i d e o f t h e R i o G r a n d e
w o u l d b e a u s e f u l c o m p a r i s o n a s i n d i v i d u a l s i n M e x i c o r e c e i v e O P V a s th e p o Ho v i r u s
v a c c i n e .
5 . 5 H a i t i
S i t e s i n H a i t i w e r e s e l e c t e d t o a s s e s s w h e t h e r v a c c i n e - d e r i v e d p o l i o v i r u s (v d P V ) th a t
c a u s e d th e o u t b r e a k i n 2 0 0 0 - 2 0 0 1 c o u l d s t i l l b e f o u n d i n f e c a l l y - c o n t a m i n a t e d
e n v i r o r o m n e n t a l s a m p l e s u p t o a y e a r a f t e r t h e o u t b r e a k o c c u r r e d . I n a p r e v i o u s s t u d y ,
e n v i r o n m e n t a l s a m p l e s w e r e c o l l e c t e d i n H i s p a n i o l a i n N o v e m b e r a n d D e c e m b e r 2 0 00 , i n
c l o s e p r o x im i t y t o t h e t o w n s w h e r e c a s e s o f A F P w e r e r e p o r t e d (V i n j 6, m a n u s c r i p t i n
p r e p a r a t i o n ) . T h e r e s e a r c h d e s c r i b e d i n t h i s t h e s i s d e t a i l s t h e fi n d i n g fr o m s a m p l e s c o l l e c t e d
i n J u l y a n d N o v e m b e r o f 2 0 0 1 i n H a i t i . D e lm a s a n d P o r t - a u - P r i n c e w e r e s a m p l e d a s
fo U o w u p l o c a t i o n s w h e r e c a s e s o f p o Uo m y e l i t i s c a u s e d b y v a c c i n e - d e r i v e d p o h o v i r u s e s h a d
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o c c u r r e d (K e w e t a l . , 2 0 02 ) . P e t i o n v i l l e an d C a r r e f o u r w e r e o th e r p r o v i n c e s s a m p l e d . O f
t h e s am p l e s c o l l e c t e d a n d a n a l y z e d , 3 7 . 5% g r e w o n L 2 0 B c e l l s a t 3 7
° C b u t n o t a t 4 0 ° C ,
s h o w i n g t h a t t h e s e s t r a i n s d i d n o t p o s s e s s t h e R C T m a r k e r a s s o c i a t e d w i t h n e u r o v i r u l e n c e
(Sh u lm a n e t a l . , 2 0 0 0 ; M a n o r e t a l . , 19 9 9 ) . R T - P CR o f a l l C P E - p o s i t i v e L 2 0 B fl a s k s
d em o n s t r a t e d t h e p r e s e n c e o f s e r o t y p e 1, 2 , a n d 3 v i r u s e s . H o w e v e r t h e p r e s e n c e o f
p o l i o v i r u s c o u l d n o t b e c o n fi r m e d i n s a m p l e s c o l l e c t e d f r o m t w o s i t e s (U N C 5 A a n d 6 A ) t h a t
s h o w e d CP E o n L 2 0 B c e l l s . A s m e n t i o n e d e a r l i e r a b o v e , s e v e r a l o t h e r v i r u s e s d o g r o w w e l l
o n L 2 0 B c e l l s i n c l u d i n g g r o u p A C o x s a c k i e v i r u s e s (N a d k a m i a n d D e s h p a n d e , 2 0 0 3) . T h e
t y p e 1 s t r a i n fi
-
o m s i t e 6 B w a s fu r t h e r a n a l y z e d b e c a u s e a v d P V s e r o t y p e 1 c a u s e d th e
o u t b r e a k i n 2 0 0 0 - 2 0 0 1 i n H i s p a n i o l a . H o w e v e r , t h e V P l n u c l e o t i d e s e q u e n c e o f t h i s s t r a i n
s h o w e d > 9 9% h o m o l o gy t o t h e Sa b i n t y p e 1 v a c c i n e s t r a i n . I n c o n t r a s t , t h e s t r a i n im p l i c a t e d
i n t h e o u t b r e a k h a d < 9 7 % h o m o l o g y t o t h e v a c c i n e s t r a i n p o l i o v i r u s (K e w e t a l . , 2 0 0 2 ) .
A l l s am p l e s c o n fi r m e d f o r p o l i o v i r u s b y R T - P C R a n d p o l i o v i r u s s p e c i fi c a n t ib o dy
n e u t r a l i z a t i o n w e r e a l s o s c r e e n e d w i th S a b i n - s p e c i fi c n e u t r a l i z i n g M A b s . I s o l a t e s fi
"
o m t w o
s a m p l e s (U N C l A a n d 2 A ) w e r e ab l e t o p r o p a g a t e i n t h e p r e s e n c e o f t h e M A b s ; R T - P C R
i n d i c a t e d th a t b o t h w e r e s e r o t yp e 2 . T h e l a c k o f n e u t r a l i z a t i o n o f t h e s e v i r u s e s b y S a b i n -
s p e c i fi c M A b s s u g g e s t s t h a t t h e s e v i r u s e s a r e a n t i g e n i c a l l y d i f f e r e n t fr o m S ab i n v i r u s e s .
A n a l y s i s o f t h e 5
'
U T R r e g i o n o f t h e s e v i r u s e s d e m o n s t r a t e d a r e v e r s i o n a t p o s i t i o n 4 8 1 fr o m
G t o A . I s o l a t e 3B , a s e r o t yp e 2 th a t w a s n o t a b l e t o g r o w i n t h e p r e s e n c e o f M A b s , w a s a l s o
s e q u e n c e d a n d s h o w e d th e s a m e r e v e r s i o n . I n a d d i t i o n , t h e p o s i t i v e S a b i n t y p e 2 c o n t r o l
v i r u s w h i c h h a d b e e n p a s s e d s im u l t a n e o u s l y w i t h t h e fi e l d i s o l a t e s a l s o h a d t h i s 4 8 1
r e v e r s i o n . I n g e n e r a l , s t r a i n s t h a t d e m o n s t r a t e a m u t a t i o n i n t h e 5
'
U T R s h o u l d b e a n a l y z e d
f l i r t h e r a s a r e v e r s i o n a t t h i s p o s i t i o n h a s b e e n a s s o c i a t e d w i t h n e u r o v i r u l e n c e (G e o r g e s c u e t
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a l , 1 9 9 7 ; M a c a d a m e t a l , 1 9 9 3 ) . H o w e v e r , t h e S a b i n 2 c o n t r o l s a l s o s h o w e d th i s m u t a t i o n ,
s u p p o r t i n g t h e i d e a t h a t m u t a t i o n s i n t h i s r e g i o n a r e f a i r l y c o m m o n a n d n o t a s s o c i a t e d
e x c l u s i v e l y w i t h n e u r o v i r u l e n c e .
A m i n o a c i d 14 3 i n t h e V P l c a p s i d p r o t e i n h a s b e e n a s s o c i a t e d w i t h n e u r o v i r u l e n c e i n
i s o l a t e s w i t h a r e l a t i v e l y l o w n u m b e r o f m u t a t i o n s i n t h e V P l r e g i o n . I s o l a t e s l A a n d 2 A
r e v e r t e d fr o m i s o l e u c i n e (I s o ) t o t h r e o n i n e (T hr ) , t h e w i l d t yp e p r o g e n i t o r , a t t h i s p o s i t i o n
a n d s t r a i n 3 B
,
n o t a b l e t o g r o w i n t h e p r e s e n c e o f M A b , h a d a n a s p a r a gi n e (A s n ) a t t h i s
p o s i t i o n . T h e s e r e s u l t s s u g g e s t t h a t t h i s a m i n o a c i d m a y a l s o b e h i g h l y m u t ab l e , b u t t h i s d a t a
a l o n e d o e s n o t i n d i c a t e i f t h i s m u t a t i o n i s a s s o c i a t e d w i t h n e u r o v i r u l e n c e .
5 . 6 E c u a d o r
E c u a d o r w a s d e t e r m i n e d t o b e a c o u n t r y
"
a t r i s k
"
b a s e d o n im m u n i z a t i o n c o v e r a g e ,
q u a l i t y o f A F P s u r v e i l l a n c e , a n d e n t e r o v i r u s i s o l a t i o n r a t e . T h e p r o v i n c e s w h e r e t h e
s am p Un g s i t e s w e r e s e l e c t e d w e r e d e t e r m i n e d t o h a v e t h e h i gh e s t r i s k b a s e d u p o n b a s e d o n
l e v e l o f c o v e r a g e w i t h th r e e d o s e s o f t h e O PV (3 0 P V ), p o o r q u a l i t y o f A F P s u r v e i l l a n c e , a n d
e n t e r o v i r u s i s o l a t i o n r a t e (D a y a n e t a l . , 2 0 0 2 ) . E n v i r o n m e n t a l s am p l e s fr o m th e s e p r o v i n c e s
w e r e a n a l y z e d fo r t h e p r e s e n c e o f p o l i o v i r u s e s a n d p o s i t i v e i s o l a t e s w e r e fi i r th e r
c h a r a c t e r i z e d
,
i n c l u d i n g t e s t i n g f o r n e u r o v i r u l e n c e i n m i c e .
F o r t y - t h r e e p e r c e n t o f t h e s a m p l e s i t e s s h o w e d t h e p r e s e n c e o f p o l i o v i r u s a n d a l l
p o l i o - p o s i t i v e s i t e s c o n t a i n e d p o l i o v i r u s e s t h a t w e r e a b l e t o p r o p a g a t e a t 4 0
° C . T h e
p o l i o v i r u s i s o l a t e s w e r e s c r e e n e d w i th Sa b i n - n e u t r a l i z i n g M A b a n d s e v e r a l s e r o t yp e 2
'
s a n d
a s e r o t y p e 3 v i r u s w e r e a b l e t o p r o p a g a t e , w h i c h p r o m p t e d u s t o c o n d u c t n u c l e o t i d e s e q u e n c e
a n a l y s i s o f t h e V P l a n d t h e 5
'
U T R .
5 0
S e q u e n c i n g o f t h e c o m p l e t e V P l g e n e s o f t h e s e p o l i o v i r u s s t r a i n s c o n f i r m e d th a t t h e y
a l l w e r e n e a r l y i d en t i c a l t o O PV Sa b i n s t r a i n s , a t m o s t d e m o n s t r a t i n g 0 . 5 5 % fr o m th e v a c c i n e
s t r a i n o r > 9 9 % h o m o l o g y w i th t h e Sa b i n s t r a i n s . V P l s e q u e n c e a n a l y s i s d e m o n s t r a t e d th a t
a l l s a m p l e s h a d m u t a t i o n s a t n u c l e o t i d e p o s i t i o n 4 2 3 o f t h e V P l , r e v e r t i n g a m i n o a c i d 14 3
fr o m a n i s o l e u c i n e t o e i t h e r a t h r e o n i n e o r a s p a r a g i n e . S e q u e n c i n g o f t h e 5
' U T R
d e m o n s t r a t e d th a t a l l s e r o t y p e 2 s a mp l e s t h a t w e r e a b l e t o g r o w a t 4 0
° C a n d i n t h e p r e s e n c e
o f Sa b i n - s p e c i f i c M A b h a d t h e r e v e r s i o n a t p o s i t i o n 4 8 1 fr o m a d e n i n e (A ) t o gu a n i n e ( G ) .
F u rt h e r m o r e
,
a Sa b i n 2 c o n t r o l t h a t w a s p a s s e d s im u l t a n e o u s l y w i t h th e fi e l d i s o l a t e s a l s o
s h o w e d t h i s m u t a t i o n i n t h e 5
'
U T R .
A m u t a t i o n i n t h e 5 ' U T R a n d a t a m i n o a c i d 14 3 o f t h e V P l r e g i o n , g r o w th a t 4 0
° C
a n d i n t h e p r e s e n c e o f M A b s u g g e s t e d th a t t h e s e i s o l a t e s w e r e p o t e n t i a l l y n e u r o v i r u l e n t .
F u rt h e r m o r e , s e r o t y p e 2 c l i n i c a l i s o l a t e s o f n e u r o v i r u l e n t r e v e rt a n t s fr o m p a r a l y t i c h u m a n
c a s e s h a v e d e m o n s t r a t e d o n l y t h e s e tw o m u t a t i o n s (M a c a d a m e t a l . , 19 9 3 ; Sh u lm a n e t a l . ,
2 0 0 0) . T h e r e f o r e w e s e l e c t e d f o u r s e r o t y p e 2 i s o l a t e s f o r n e u r o v i r u l e n c e t e s t i n g u s i n g P V R -
T g 2 1B x m i c e . T h e r e s u l t s o f t h i s m o u s e t e s t i n g c o n fi r m e d th a t t h e s e s fr a i n s a r e c a p a b l e o f
n e u r o v i r u l e n c e i n t h e m o u s e m o d e l .
5 . 7 R i s k s o f V a r i a n t P o h o v i r u s e s
T h e v a r i a n t s fr o m th e w i l d t y p e p o h o v i r u s e s i n c l u d e O PV , O P V - l i k e , a n d v d P V , a n d
th e s e d i f f e r i n t h e n u m b e r o f m u t a t i o n s i n d u c e d i n t e n t i o n a l l y o r n a t u r a l l y . T h e r i s k o f
a c qu i r i n g a c a s e o f p ar a l y t i c p o l i o m y e l i t i s fr o m a w i l d t y p e p o l i o v i r u s i n f e c t i o n i s e s t im a t e d
f o r s e r o t y p e 1 t o b e 1 i n a h u n dr e d ( l OE - 2 ) (WH O , 19 9 7) a n d t h e s e v i r u s e s a r e c o n s i d e r e d
u n s a f e . O P V p o h o v i r u s e s o r v a c c i n e s t r a i n s a r e a t t e n u a t e d a n d , i n g e n e r a l , c o n s i d e r e d s a f e .
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T h e r e h a v e b e e n c a s e s o f v a c c i n e - a s s o c i a t e d p a r a l y t i c p o l i o m y e Ut i s , w h i c h h a s b e e n
e s t im a t e d t o o c c u r a t a r a t e o f 1 i n a m i l l i o n ( l OE - 6 ) f o r i n d i v i d u a l s r e c e i v i n g t h e i r f i r s t - t i m e
d o s e o f t h e O P V . T h e O PV - l i k e p o l i o v i r u s e s d i f f e r o n ly s l i g h t l y fr o m th e O P V , b a s e d a
p e r c e n t m u t a t i o n i n t h e V P l g e n e o f < 1% . T h e h u m a n h e a l t h r i s k s c a u s e d b y O P V - l i k e
p o l i o v i r u s e s r e m a i n s i m c l e a r , b u t i t c a n b e p o s t u l a t e d t o l i e b e t w e e n th e r i s k o f v dP V a n d
v a c c i n e ( l OE - 6 ) . L a s t l y , v d PV a r e t h o s e p o l i o v i r u s e s w i t h > 1% m u t a t i o n i n t h e V P l g e n e
c o m p a r e d t o i t s r e s p e c t i v e O P V s e r o t y p e ; a n d t h e s e v i r u s e s a r e g e n e r a l l y c o n s i d e r e d u n s a f e .
T h e r i s k o f p a r a l y s i s f o r v d P V h a s n o t b e e n qu a n t i t a t i v e l y a s s e s s e d . T h e q u a n t i t a t i v e r i s k o f
v d P V a l s o r em a i n s u n c e r t a i n b u t m a y b e c l o s e r t o w i l d - t yp e v i r u s t h a n O P V o r O P V - l i k e
v i r u s , gi v e n t h e a b i l i t y t o c a u s e p a r a l y s i s i n h u m a n a n d i n e x p e r im e n t a l a n i m a l s (m i c e a n d
m o n k e y s ) .
T h e m o s t i m p o r t a n t g e n e d e fi n i n g o r c h a r a c t e r i z i n g p o l i o v i r u s e s i s t h e V P l g e n e , a s i t
e n c o d e s t h e m a j o r c a p s i d p r o t e i n . T h i s g e n e i s a p p r o x im a t e l y 9 0 0 n u c l e o t i d e s f o r t h e t hr e e
s e r o t y p e s , w h i c h m e a n s t h a t o n l y n i n e n u c l e o t i d e m u t a t i o n s o r m o r e a r e c o n s i d e r e d u n s a f e
(> ! % )> a s i t w o u l d b e a v d P V , a n d a s m a n y a s e i g h t n u c l e o t i d e m u t a t i o n s (< 1% ) w o u l d b e
a n O P V - l i k e p o l i o v i r u s a n d th e r e fo r e c o n s i d e r e d s a fe . T h i s c h a r a c t e r i z a t i o n s c h e m e i s
fu n d a m e n t a l l y d i c h o t o m o u s :
" b l a c k a n d w h i t e " o r " s a f e a n d u n s a f e .
" Wi t h th e d i c h o t o m o u s
c l a s s i fi c a t i o n t h e r e i s n o c o n s i d e r a t i o n a s t o w h e th e r o r n o t t h e m u t a t i o n s i n d u c e a s p e c i f i c
a m i n o a c i d c h a n g e o r n o t a n d p o s s i b l y a f f e c t t h e p r o p e r t i e s o f t h e c a p s i d t h a t c an l e a d t o
s p r e a d t o n e u r o l o g i c a l t i s s u e s o f t h e h o s t . I n g e n e r a l , t h e s e r o t yp e i s n o t a n a s p e c t f o r
c o n s i d e r a t i o n i n a s s e s s i n g th e r i s k s o f i n f e c t i o n a n d n e u r o v i r u l e n c e y e t i t i s k n o w n t h a t
i n d i v i d u a l s a r e m o s t l i k e l y t o h a v e s e r o c o n v e r t e d fo r s e r o t y p e 2 p o l i o v i r u s a ft e r o n l y o n e
e x p o s u r e t o t h e O PV o r IP V . F u r t h e r m o r e , t h e r a t e s a t w h i c h th e t h r e e d i f f e r e n t t y p e s o f
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S a b i n p o l i o v i r u s e s c a u s e p a r a l y t i c d i s e a s e in v a c c i n e r e c i p i e n t s d i f f e r , i n d i c a t i n g d i f f e r e n c e s
i n h u m a n h e a l t h r i s k .
T h e V P l c a p s i d g e n e a n d i t s p e r c e n t m u t a t i o n a r e im p o r t a n t a s t h e y d e fi n e a n d
c h a r a c t e r i z e t h e s e r o t y p e . H o w e v e r , c h a r a c t e r i z a t i o n s o f a n i s o l a t e a s O PV , O P V - l i k e , o r
v d P V m a y b e b e s t t o b e e x p a n d e d b e y o n d th e c h a n g e s i n t h e V P l r e g i o n a n d i n c l u d e o t h e r
f a c t o r s . A m o n g o th e r f a c t o r s t o b e c o n s i d e r e d a r e t h e a b i l i t y t o p r o p a g a t e a t a n e l e v a t e d
t e m p e r a t u r e a n d g r o w t h i n t h e p r e s e n c e o f v a c c i n e - n e u t r a l i z i n g m o n o c l o n a l a n t i b o d i e s .
T h e s e tw o f a c t o r s a r e u n i v e r s a l a m o n g s t t h e t h r e e s e r o t y p e s . H o w e v e r a s m o r e s e r o t y p e
s p e c i fi c a s p e c t s a r e t a k e n i n t o c o n s i d e r a t i o n t h e a f o r e m e n t i o n e d
"




s a f e
a n d u n s a f e " t e r m b e c o m e s m o r e " gr a y .
"
I t i s l i k e l y t h a t t h e r i s k o f n e u r o v i r u l e n c e i n h u m an s
o f v i r u s e s t h a t a r e n e i t h e r w i l d t yp e n o r t r u e v a c c i n e v i r u s e s w i l l f a l l s o m e w h e r e i n b e t w e e n
l OE - 2 a n d l OE - 6 . I t i s a l s o l i k e l y t h a t t h e r e a r e s e v e r a l s p e c i fi c g e n e t i c a n d p h e n o t yp i c
p r o p e r t i e s o f t h e d i f f e r e n t v i r u s e s t h a t a r e p r e d i c t i v e o f t h e m a gn i t u d e o f t h i s r i s k a n d th a t
t h e s e r i s k s m a y n o t b e s t r i c t l y r e l a t e d t o t h e d e v i a t i o n fi
-
o m v a c c i n e s t r a i n b e i n g < 1% o r > 1% .
T h a t i s t h e r e m a y b e a s p e c t r u m o f n e u r o v i r u l e n c e r i s k s t h a t a r e r e l a t e d q u a n t i t a t i v e l y t o t h e
n u m b e r s a n d t yp e s o f m u t a t i o n s p o s s e s s e d b y th e v i r u s e s . T h e s e r e l a t i o n s h i p s h a v e n o t b e e n
c l e a r l y e s t a b l i s h e d .
5 . 8 C h a r a c t e r i s t i c s o f P o l i o v i r u s R i s k s i n R e gi o n s S t u d i e d
T e x a s p r o v i d e s a g o o d e x a m p l e f o r r e g i o n s o r c o u n t r i e s s w i t c h i n g f r o m O P V t o I PV
t h a t a r e i n c l o s e p r o x im i t y t o r e g i o n s s t i l l u s i n g O P V . S a m p l i n g w a s c o n d u c t e d i n O c t o b e r
2 0 0 1
,
t e n m o n t h s a ft e r t h e O P V w a s p h a s e d o u t . I f p o l i o v i r u s e s h a d b e e n d e t e c t e d i t w o u l d
s u gg e s t t h a t t h e r e w a s a n im p o r t a t i o n fi
-
o m a n o t h e r c o mm u n i t y s t i l l u s i n g th e O P V , t h e
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p r e s e n c e o f a t l e a s t o n e l o n g - t e r m p o l i o v i r u s e x c r e t o r , o r t h a t t h e r e w a s s i l e n t , s e r i a l
t r a n s m i s s i o n a m o n g n o n - im m u n i z e d o r p o o r l y imm u n i z e d m e mb e r s o f t h e c o m m u n i t y .
C l a r i f y i n g t h e t r u e p r e s e n c e o r a b s e n c e o f l i v e p o l i o v i r u s e s i n t h e s e c o m m u n i t i e s w o u l d
r e qu i r e a d d i t i o n a l e n v i r o n m e n t a l s am p l i n g , a n d i f g e n e t i c a l l y d r i ft e d s t r a i n s h a d b e e n f o u n d ,
t e s t i n g f e c a l s a mp l e s fr o m c o h o r t s o f y o u n g c h i l d r e n .
P o l i o v i r u s e s w e r e d e t e c t e d i n e n v i r o n m e n t a l w a t e r s a m p l e s fr o m H a i t i . T h i s w a s
e x p e c t e d a ft e r t h e m a n y im m u n i z a t i o n c am p a i g n s w i t h O P V fo l l o w i n g t h e r e c e n t o u t b r e a k .
N o n e o f t h e p o l i o v i r u s e s d e t e c t e d w e r e v d PV . T w o s a m p l e s w e r e a b l e t o p r o p a g a t e i n t h e
pr e s e n c e o f Sa b i n - n e u fr a l i z i n g MA b s . T h e s e tw o s am p l e s d e m o n s t r a t e d a r e v e r s i o n i n t h e
5
'
U T R (4 8 1, G t o A ); h o w e v e r , t h e S a b i n 2 c o n t r o l t h a t w a s a l s o b e i n g p a s s e d fr e q u e n t l y o n
c e l l c u l t u r e s h o w e d t h i s s a m e r e v e r s i o n (d a t a n o t s h o w n ) . B e c a u s e t h e h u m a n h e a lt h r i s k s o f
t h e s e O P V - h k e i s o l a t e s a r e u n c e r t a i n , c o n t i n u e d s u r v e i l l a n c e i s r e c o m m e n d e d . F u r t h e r
c h a r a c t e r i z a t i o n o f t h e p r o p e r t i e s o f i s o l a t e s a n d a b e t t e r a s s e s sm e n t o f t h e i r h u m a n h e a l t h
ri sk s i s a l s o r e c o m m e n d e d .
T h e p u b l i c h e a l t h ri s k r e m a i n s u n c l e a r f o r t h e p o l i o v i r u s e s d e t e c t e d i n E c u a d o r .
E c u a d o r i s a c o i m t r y i n a t r o p i c a l r e g i o n a n d p o l i o v i r u s c o u l d c i r c u l a t e y e a r r o u n d . T h e
p e r c e n t s e q u e n c e d i v e r g e n c e i n t h e V P l g e n e c o m p a r e d t o t h e Sa b i n v a c c i n e s t r a i n i s a n
i n d i c a t o r f o r t h e t im e th e s t r a i n o f p o l i o v i r u s h a s b e e n p r e s e n t i n t h e e n v i r o n m e n t (WH O ,
19 9 7) . P o l i o v i r u s e s w i t h a d i v e r ge n c e g r e a t e r t h a n 1% a r e g e n e r a l l y e x a m i n e d m o r e
i n t e n s e l y a n d c o n s i d e r e d a p o t e n t i a l ri s k . T h e p o l i o v i r u s e s t h a t w e r e d e t e c t e d i n t h i s s t u d y d o
h a v e c h a r a c t e ri s t i c s d i f f e r e n t fr o m t h e v a c c i n e s t r a i n ; b u t t h e p e r c e n t d i v e r g e n c e fr o m th e
v a c c i n e s t r a i n i n t h e V P l d o e s n o t e x c e e d 1% . B y th i s WH O c ri t e ri o n , t h e s e v i r u s e s a r e
'
s a f e .
" „ „ f „ "
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A n u m b e r o f p r e v i o u s s t u d i e s u s e t h e 5
'
- U T R m u t a t i o n s c r i t i c a l i n d e t e r m i n i n g i f
s t r a i n s a r e n e u r o v im l e n t o r n o t i n r e l a t i o n t o t h e a m o u n t o f g e n e t i c v a r i a t i o n i n t h e V P l
c a p s i d p r o t e i n , p o i n t m u t a t i o n s i n t h e 5
'
U T R , a n d am i n o a c i d s u b s t i t u t i o n s . T h e m u t a t i o n
r a t e o f p o l i o v i r u s i s e s t im a t e d a t 0 . 0 3 0 p e r s y n o n ym o u s s i t e p e r y e a r (L i u e t a l . , 2 0 0 0 ; K e w e t
a l .
,
2 0 0 2 ) . T h e V P l g e n e o f t h e E c u a d o r s t r a i n s h a d , a t m o s t , f i v e n u c l e o t i d e s u b s t i t u t i o n s o r
0 . 5 5% d i v e r g e n c e fr o m th e Sa b i n s t r a i n . T h e r e f o r e , i t i s n o t l i k e l y t h a t t h e s e l o w p e r c e n t a g e
d i f f e r e n c e s i n n u c l e o t i d e s e q u e n c e s a r e r e f le c t i v e o f a b o u t tw o m o n t h s i n c i r c u l a t i o n .
A s s u m i n g th e 0 . 0 3 0 y e a r l y m u t a t i o n r a t e , i t c a n b e e s t im a t e d t h a t t h e V P l (a p p r o x im a t e l y
9 0 0 n u c l e o t i d e s ) w o u l d h a v e 2 7 n u c l e o t i d e s u b s t i t u t i o n s i n a y e a r . T h e v i r u s e s d e t e c t e d i n
t h i s s t u d y h a d , a t m o s t , 5 n u c l e o t i d e s u b s t i t u t i o n s . T h e r e f o r e , a s s u m i n g th e s u b s t i t u t i o n r a t e
i s c o n s t a n t t h r o u g h th e y e a r , i t c a n i s e s t im a t e d th a t t h e v a r i a n t s w i t h 5 n u c l e o t i d e
s u b s t i t u t i o n s h a v e b e e n i n c i r c u l a t i o n 2 . 2 2 m o n t h s (5 / 2 7 * 12 ) o r a b o u t 2 m o n th s .
h i t e r e s t i n g l y , s e v e r a l s e r o t y p e 2 s t r a i n s s h o w e d m u t a t i o n s t h a t r e s u l t e d i n a n a m i n o
a c i d s u b s t i t u t i o n a t p o s i t i o n 14 3 fr o m i s o l e u c i n e t o t hr e o n i n e (T t o C ) o r a s p a r a g i n e (T t o A ) .
Su b s t i t u t i o n fr o m i s o l e u c i n e 14 3 t o t h r e o n i n e h a s b e e n s h o w n t o b e a s s o c i a t e d w i t h
n e u r o v i r u l e n c e (P o l l a r d e t a l . , 1 9 8 9 , E q u e s t r e e t a l , 1 9 9 1) . H o w e v e r , s u b s t i t u t i o n fr o m
i s o l e u c i n e 14 3 t o a s p a r a g i n e h a s n o t b e e n r e p o r t e d b e f o r e . T h e s e r o t y p e 2 s t r a i n w i t h a
s u b s t i t u t i o n t o a s p a r a g i n e a l s o d e m o n s t r a t e d n e u r o v i r u l e n c e i n t h e m o u s e m o d e l . T h i s s t u dy
s u g g e s t s t h a t a n a m i n o a c i d s u b s t i t u t i o n a t t h i s p o s i t i o n t o a s p a r a g i n e m a y a l s o b e
n e u r o v im l e n t .
N e u r o v im l e n t s t r a i n s o f p o l i o v i m s w e r e d e t e c t e d i n E c u a d o r ; h o w e v e r , t h e p u b l i c
h e a l t h r i s k i s u n c l e a r . T h e i s o l a t e s d e t e c t e d m a y b e c o n s i d e r e d th e
" b a c k gr o u n d
"
p o l i o v im s e s
t h a t a r e p r e s e n t i n a l l c o u n t r i e s v a c c i n a t i n g w i t h O P V . T o a d d r e s s t h i s i s s u e , c o m p a r a t i v e
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s t u di e s a n a l y z i n g th e
" b a c k g r o u n d
"
p o l i o v i r u s e s i n a c o u n t r y t h a t i s n o t c o n s i d e r e d
"
a t - ri s k
"
a c c o r d i n g t o t h e P A H O p r o t o c o l i s r e c o m m e n d e d (D a y a n e t a l . , 2 0 0 2 ) . T h e s e n u c l e o t i d e
s u b s t i t u t i o n s m a y b e m o r e p r e v a l e n t t h a n b e l i e v e d a n d p r e s e n t i n m a n y O P V a n d O P V - l i k e
s t r a i n s . C o m p a ri n g th e p r e v a l e n c e o f t h e s e m u t a t i o n s i n O PV - l i k e s t r a i n s fr o m
e n v i r o n m e n t a l s a m p l e s o f c o i m t ri e s d e t e r m i n e d b o t h
"
a t - ri s k " a n d n o t " a t - ri s k " m a y l e a d t o a
b e t t e r u n d e r s t a n d i n g o f t h e s e m u t a t i o n s a n d th e i r p o s s i b l e p u b l i c h e a l t h s i g n i fi c a n c e .
T h e r e s e a r c h d e s c ri b e d i n t h i s t h e s i s s u g ge s t s t h a t t h e s t a n d a r d m e th o d f o r
d i f f e r e n t i a t i n g p o l i o v i r u s e s , a n a l y s i s o f t h e V P l , m a y n o t b e q u a n t i t a t i v e e n o u g h o r
s u f fi c i e n t l y ri s k - b a s e d w h e n c o n s i d e ri n g c e s s a t i o n o f O P V . P o t e n t i a l n e u r o v i r u l e n t a n d n o n -
v a c c i n e p o l i o v i r u s s t r a i n s m a y b e o v e r l o o k e d i f s e l e c t i o n c ri t e ri a f o r n o n - v a c c i n e s t r a i n s
i n c l u d e o n l y R T - P CR (CD C D i a g n o s t i c k i t ) a n d s e qu e n c i n g t h e V P l . T h i s s t u d y c o n fi r m s
t h a t s e l e c t i n g a g a i n s t S a b i n v i r u s e s u s i n g c e l l c u l t u r e i n L 2 0 B c e l l s a t e l e v a t e d t em p e r a t u r e
a n d/ o r i n t h e p r e s e n c e o f S a b i n - n e u t r a l i z i n g M A b im p r o v e s t h e d e t e c t i o n o f n o n - v a c c i n e
p o l i o v i r u s e s t h a t a r e p h e n o t yp i c a l l y n e u r o v i r u l e n t i n t h e m o u s e m o d e l .
E n v i r o n m e n t a l s u r v e i l l a n c e c a n b e a n a p p r o a c h t o d e t e c t i n g th e t y p e s o f p o l i o v i r u s
c i r c u l a t i n g w i t h i n t h e c o m m u n i t y . T h e m e t h o d s d e s c ri b e d i n t h i s r e s e a r c h w o u l d h a v e b e e n
a b l e t o d e t e c t v a c c i n e - d e ri v e d p o l i o v i r u s . N o n - v a c c i n e p o l i o v i r u s e s m a y s i l e n t l y c i r c u l a t e i n
a c o u n t r y o r c o m m u n i t y w i t h d e c r e a s e d v a c c i n e c o v e r a g e , m u t a t i n g u n t i l r e a c hi n g a
n e u r o v i r u l e n t s t a t e . E n v i r o n m e n t a l s u r v e i l l a n c e sh o u l d c o n t i n u e b e y o n d p o l i o v i r u s
e r a d i c a t i o n a n d e s p e c i a l l y i n t h e s e n s i t i v e p e ri o d s d u ri n g a n d a ft e r p h a s i n g o u t p o l i o v i r u s
v a c c i n a t i o n s
,
a s l o n g
- t e r m s h e d d e r s o f p o l i o v i r u s m a y s t i l l p o s e a ri s k f o r a t h e n v u l n e r a b l e
n e w g e n e r a t i o n o f c h i l d r e n .
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T h e f i n d i n g t h a t v d P V c a n , u n d e r s u i t a b l e c o n d i t i o n s , c i r c u l a t e a n d c a u s e c a s e s o f
p o l i o m y e l i t i s h a s im p o r t a n t im p l i c a t i o n s f o r c u r r e n t a n d f u t u r e s t r a t e g i e s o f t h e W o r l d H e a l t h
O r g a n i z a t i o n (WH O ) i n i t i a t i v e t o e r a d i c a t e p o l i o w o r l d w i d e . I t i s im p e r a t i v e t h a t im m u n i t y
g a p s i n n o n e n d e m i c c o u n t r i e s a r e p r e v e n t e d , e s p e c i a l l y i n t r o p i c a l d e v e l o p i n g c o u n t r i e s
w h e r e t h e r i s k f o r p o l i o v i r u s c i r c u l a t i o n i s h i g h e s t . A ft e r c e r t i fi c a t i o n o f w i l d p o l i o v i r u s
e r a d i c a t i o n
,
a c a r e fi i l l y p l a n n e d s t r a t e g y f o r t h e o r d e r l y w o r l d w i d e c e s s a t i o n o f O P V s h o u l d
b e im p l e m e n t e d . F i n a l l y , s e n s i t i v e g l o b a l p o l i o v i r u s s u r v e i l l a n c e i n c l u d i n g e n v i r o n m e n t a l
s u r v e i l l a n c e m u s t b e m a i n t a i n e d f o r t h e fo r e s e e a b l e f u t u r e , a n d e m e r g e n c y s t o c k p i l e s o f
p o l i o v i r u s v a c c i n e s h o u l d b e e s t a b l i s h e d , f o r u s e i n t h e e v e n t o f a n y r e c u r r i n g p o l i o v i r u s
t r a n s m i s s i o n f r o m c h r o n i c p o l i o v i r u s e x c r e t o r s , a v i o l a t i o n i n p o l i o v i r u s c o n t a i n m e n t , o r
c i r c u l a t i n g v d PV .
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• V i r u s c o n c e n t r a t i o n a n d i s o l a t i o n m e th o d s w e r e s u c c e s s fu l i n d e t e c t i n g e n t e r o v i r u s e s a n d
p o l i o v i r u s e s fr o m I L e n v i r o n m e n t a l s a m p l e s . A s l i t t l e a s 2 5 0 m L o f t h e s am p l e c o n c e n t r a t e
p r o v i d e d h i g h r a t e s o f v i r u s d e t e c t i o n a n d i s o l a t i o n .
• N o i n f e c t i o u s p o l i o v i r u s e s w e r e d e t e c t e d i n s a m p l e s o b t a i n e d i n T e x a s . T h e s e r e s u l t s
s u gg e s t t h a t t h e r e i s l i t t l e r i s k o f l i v e O P V v i r u s e n t e r i n g fr o m M e x i c o i n t h e T e x a s
c o m m u n i t i e s s t u d i e d .
• fr i f e c t i o u s p o l i o v i r u s e s c o u l d b e d e t e c t e d i n 3 7 . 5% o f th e H a i t i a n e n v i r o n m e n t a l s a m p l e s
a n d th e y w e r e > 9 9% h o m o l o g o u s t o t h e v a c c i n e s fr a i n s , u s i n g th e V P l c a p s i d a s a n i n d i c a t o r
o f g e n e t i c r e l a t e d n e s s .
• T w o H a i t i a n s e r o t y p e 2 i s o l a t e s w e r e a b l e t o gr o w i n t h e p r e s e n c e o f Sa b i n - sp e c i f i c M ab
a n d s h o w e d a s p e c i f i c r e v e r s i o n i n t h e 5
'
U n t r a n s l a t e d R e gi o n t h a t i s c o n s i s t e n t w i t h
n e u r o v i r u l e n c e .
• A n a l y s i s d e t e c t e d Sa b i n - l i k e p o l i o v i r u s e s i n H a i t i a n d t h e p r o p e r t i e s o f t h e s e v i r u s e s
s u g g e s t a l o w r i s k o f n e u r o v i r u l e n c e b a s e d o n g e n e t i c a n d p h e n o t y p i c a n a l y s i s .
• I n f e c t i o u s p o l i o v i r u s e s c o u l d b e d e t e c t e d i n 4 2 . 8% o f t h e E c u a d o r i a n e n v i r o n m e n t a l
s a m p l e s a n d w e r e > 9 9% h o m o l o g o u s t o t h e v a c c i n e s t r a i n s , u s i n g t h e V P l c a p s i d a s a n
i n d i c a t o r o f g e n e t i c r e l a t e d n e s s .
• P o l i o v i r u s i s o l a t e s fr o m E c u a d o r w e r e a b l e t o g r o w i n a t e l e v a t e d t e m p e r a t u r e , i n t h e
p r e s e n c e o f S a b i n - s p e c i f i c M A b a n d h a d m u t a t i o n s i n t h e 5
'
U T R a n d i n t h e V P l a s s o c i a t e d
w i t h n e u r o v i r u l e n c e .
• F o u r E c u a d o r i a n i s o l a t e s , a l l s e r o t y p e 2 , w e r e n e u r o v i r u l e n t , u s i n g PV R - T gB X m i c e .
• P o l i o v i r u s e s w i t h < 1% n u c l e o t i d e c h a n g e i n t h e V P l fr o m S a b i n v a c c i n e v i r u s e s m a y a l s o
b e n e u r o v i r u l e n t . T h e e x t e n t t o w h i c h th e s e v i r u s e s p o s e s ri s k s o f p a r a l y t i c d i s e a s e i n
h u m a n s r e m a i n s u n c e r t a i n a n d d e s e r v e s ft i r t h e r a n a l y s i s b y q u a n t i t a t i v e ri s k a s s e s sm e n t .
• E n v i r o n m e n t a l s u r v e i l l a n c e i s e n c o u r a g e d t o s u p p l e m e n t A FP s u r v e i l l a n c e p o s t - e r a d i c a t i o n .
I t i s
"
p r o a c t i v e
"
a n d d e t e c t s m u t a t e d v i r u s e s e v e n i n t h e a b s e n c e o f c l i n i c a l l y d e t e c t e d c a s e s
o f A FP . In t h i s r e s p e c t i t c a n s e r v e a s a s e n s i t i v e
"
e a r l y w a r n i n g
"
s y s t e m .
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• PA H O ' s c r i t e ri a f o r d e f i n i n g a
"
h i gh - ri s k
"
c o u n t r y c a n b e t e s t e d an d a p p h e d t o o t h e r
r e g i o n s .
• D e t e r m i n i n g th e p r e s e n c e o f i n f e c t i o u s p o h o v i r u s a l o n g th e M e x i c a n b a n k o f t h e R i o
G r a n d e i s s u g g e s t e d b e y o n d th e hm i t e d i n v e s t i g a t i o n o f t h i s s t u d y .
• C o m p a ri s o n o f E c u a d o r n e u r o v i r u l e n c e r e s u l t s e v a l u a t e d b y P V R - T g 2 1 m i c e w i t h m o n k e y
n e u r o v i r u l e n c e a n d M A P R E C t e s t i n g i s r e c o m m e n d e d t o b e t t e r c h a r a c t e ri z e t h e ri s k s o f t h e s e
v i r u s e s .
• D e t e r m i n i n g th e b a c k gr o u n d p o l i o v i r u s e s i n O PV - u s i n g c o i m t ri e s u s i n g s e l e c t i v e m e th o d s
i s r e c o m m e n d e d , e s p e c i a l l y i n c u b a t i o n a t 4 0
° C a n d S a b i n - s p e c i f i c n e u t r a l i z a t i o n t e s t s o f
i s o l a t e s .
• Qu a n t i t a t i v e m i c r o b i a l ri s k a s s e s sm e n t s o f v a ri o u s v a c c i n e d e ri v e d p o l i o v i r u s s t r a i n s ,
i n c l u d i n g O P V - l i k e a n d v d P V , i s r e c o m m e n d e d t o b e t t e r q u a n t i fy t h e ri s k s o f t h e s e v i r u s e s t o
h u m a n s .
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S c i e n c e . 2 9 6 : 3 5 6 - 3 5 9 .
K i l p a t r i c k , D . , B . N o t t a y , C . Y a n g , S . Y a n g , E . S i l v a , S . P e n a r a d a , M . P a l l a n s c h , a n d O .
K e w . 19 9 8 . S e r o t y p e - Sp e c i fi c I d e n t i f i c a t i o n o f P o l i o v i r u s e s b y P C R U s i n g P r im e r s a t
P o s i t i o n s o f C o d o n D e g e n e r a c y . J C l i n M i c r o . 3 6 : 3 52 - 3 5 7 .
L i u
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Z h e n g , L . B . Z h a n g , M . S. O b e r s t e , M . A . P a l l a n s c h , a n d O . M . K ew .
2 00 0 . M o l e c u l a r e v o l u t i o n o f a t y p e 1 w i l d - v a c c i n e p o l i o v i r u s r e c o m b i n a n t d u r i n g
w i d e s p r e a d c i r c u l a t i o n i n Ch i n a . J V i r o l . 7 4 : 1 11 5 3 - 1 1 1 56 .
M a c a d a m , A . J . , S . R . P o l l a r d , G . F e r g u s o n , R . S k u c e , D . W o o d , J . W . A lm o n d , a n d P .
D , M i n o r . 19 9 3 . G e n e t i c B a s i s o f a t t e n u t a t i o n o f t h e S a b i n t yp e 2 v a c c i n e s t r a i n o f
p o l i o v i r u s i n p r im a t e s . V i r o l o g y . 1 92 : 18 - 2 6 .




F . P e l l o q u i n , M . B r i ga n d , P . C a u d r e l i e r , R . B a n d e t , C . X u e r e f , F . F u c h s , N .
G i b e l i n
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M i c r o b i o l I m m u n o l . 1 9 9 3 ;3 7 : 16 9 - 17 4 .
N o t t a y , B . K . , O . M . K e w , M . H . H a t c h , J . T . H e y w a r d , a n d J . F . O b i j e s k i . 19 8 1.
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a n d i t s im p l i c a t i o n s f o r o r a l p o l i o v i r u s v a c c i n e q u a l i t y c o n t r o l . V i r o l o g y . 2 1 1 : 3 7 7 - 3 8 4 .
S h i e h Y . S .
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R . S . B a r i c
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a n d M . D . S o b s e y . 1 9 9 7 . D e t e c t i o n o f l o w l e v e l s o f e n t e r i c v i r u s e s
i n m e t r o p o l i t a n a n d a i r p l a n e s e w a g e . A p p l E n v i r o n M i c r o b i o l . 6 3 :4 4 0 1 - 4 4 0 7 .




R . H a n d s li e r
,
C . Y a n g , S . Y a n g , J . M a n o r , A , V o n s o v e r , Z . G r o s s m a n , M .
P a l l a n s c l i
,
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Sw a r t z
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f o r a c o m m o n p r e s c ri p t i o n . P u b l i c H e a l t h R e v . 2 1 : 15 7- 16 0 .
T a f f s
,
R . E .
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K . M . C h u m a k o v , G . V . R e z a p k i n , Z . L u , M . D o u t h i t t , E . M . D r a g u n s k y ,
a n d I . S . L e v e n b r o o k . 19 9 5 . G e n e t i c s t a b i l i t y a n d m u t a n t s e l e c t i o n i n S a b i n 2 s t r a i n o f o r a l
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O . K e w . 19 9 3 . D i r e c t d e t e c t i o n o f w i l d p o l i o v i r u s c i r c u l a t i o n b y s t o o l s u r v e y s o f h e a l t h y
c h i l dr e n a n d a n a l y s i s o f c o m m u n i t y w a s t e w a t e r . J I n f e c t D i s . 1 6 8 : 1 5 10 - 1 5 14 .
T e x a s D e p a r t m e n t o f H e a l t h , I m m u n i z a t i o n D i v i s i o n (T D H ) . 2 0 0 3 . T D H : Im m u n i z a t i o n
D i v i s i o n
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R i d e r 4 5 : R e p o r t t o t h e L e g i s l a t i v e B u d g e t B o a r d a n d t h e G o v e r n o r o n P l a n s t o
I n c r e a s e I m m u n i z a t i o n R a t e s i n T e x a s , [ h t t p : / /w w w . t d h . t e x a s . g o v / i i r m i u n i z e / ri d e r 4 5 . h tm ]
v a n d e r A v o o r t , H . G . , B . P . H u l l , T . H o v i , M . A . P a l l a n c h , O . K e w , R . C r a i n i c , D . J .
W o o d
,
M . N . M u l d e r s
,
a n d A . M . v a n L o o n . 1 9 9 5 . C o m p a r a t i v e s t u d y t o fi v e m e t h o d s f o r
i n t r a t y p i c d i f f e r e n t i a t i o n o f p o l i o v i r u s e s . J C l i n M i c r o b o l . 3 3 : 2 5 6 2 - 2 5 6 6 .
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W o o d
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. H o r i e
,
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